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DERIVES CHIMIQUES ET LEUR APPLICATION COMME AGENT 

ANTITELOMERASE '\, 

La pr§sente invention est relative a la th§rapie du cancer et concerne 
de nouveaux agents anticancereux ayant un mecanisme d'action bien 
5 particulier. Elle concerne aussi de nouveaux composes chimiques ainsi que 
leur application th6rapeutique chez I'homme: 

// La presente invention concerne I'utilisation de nouveaux composes 
. . chimiques non nucleotidiques qui interagissent avec des structures 
sp§cjfiques de racide desoxyribonucleique (ADN). Ces nouveaux composes 
10 sont constitute d'un agent repartiteur li§ ^ un groupe a^ Ces 
nouveaux composes sont utiles dans le traitement des cancers et agissent 
en particulier en tant qu'agents irihibiteurs de la telomerase. lis sont 
particulierement utiles pour stabiliser PADN en structure G-quadruplexe 
(tetrades de guanines). ^application th6rapeutique de inhibition de* la 
15 * telomerase via la stabilisation de ces G-quadrupIexes est I'arret de la mitose \ 
ceilulaire et la mort des cellules & division rapide telles que les cellules 
canc6reuses et §ventuellement llnductibn de la senescence des cellules \ 
... cancSreuses. 1 ' -Y~y \; V - ) 

Les compos§s de la presente invention pr6sentent Pavantage; du 
20 point de vue th6rapeutique de bldquer- la telomerase. Du point de^vue ; 
biologique, la t§lom6rase permet Pajout de sequences d'ADN r§petees du ) 
type T T A G G G, dites sequences telomdriques, a Textremite du telomere, 
, ? . . Ibrs de la division ceilulaire. Par cette action la telomerase rend la cellule 
. \ immortelle. En effet, en I'absence de cette activjte enzymatique, la cellule 
25 perd & phaque division 100 . & 150 bases, ce qui la rend rapidement 
\senescente. lors de rapparitibn^de cellules cancereuses a division rapide, il 
est apparihque ces cellules presentment des telomeres maintenus k une 
longueur stable au cours de /la division ceilulaire. Dans ces cellules 
cancereuses Nest apparu que la telomerase 6tait fprtement activee et qu'elle 
30 . permettait Tadditiori de motifs r6pet§s. de-s§quen<ces telomdriques & la fin du 
telomere et permettait done la conservation de la longueur du telomere dans 
les cellules cancereuses. II est apparu depuis quelques temps que plus de 
85 % des cellules canc6reuses pr6sentaient des tests positifs a la pr6sence 
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de telomerase alors que les cellules somatiques ne presentent pas cette 
caracteristique. 

Ainsi la telomerase est une cible tres convoitee pour traiter les 
cellules cancereuses. La premiere approche evidente pour bloquer la 
telomerase a ete I'utilisation de structures nucleotidiques (Chen et al Proc 
Natl. Acad. Sci. USA 93(7), 2635-2639). Parmi les composes non 
nucleotidiques qui ont ete utilisees dans Part, anterieur on peut citer les 
diaminoanthraquinones (Sun et al. J. Med. Chem. 40(14), 2113-6) ou les 
diethyloxadicarbocyanines (Wheelhouse R. T. Et al. J. Am. Chem Soc 
1998(120)3261-2). 

Le brevet WO 99/40087 decrit ('utilisation de composes qui 
interagissent avec les structures G-quadruplexes qui sont des composes 
perylenes et des carbocyanines contenant au moins sept cycles dont deux 
heterocycles. 

II est apparu de fagon tout-a-fait surprenante que des structures 
simples permettaient d'obtenir un resultat au moins equivalent avec des 
structures beaucoup moins compliquees du point de vue chimique. Les 
composes de la presente invention qui repondent a I'objectif vise c'est-a-dire 
qui fixent la structure G-quadruplex et par ce fait presentent une activite 
inhibitrice des telomerases repondent a la formule generate suivante : 

cycle aromatique azote - NR 3 - repartiteur-NR' 3 - chaTne hydrocarbonee non 
aromatique 

dans laquelle 

• le cycle aromatique azote, represente : 

o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 
o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents representent Phydrogene ou un radical 
alkyleen C1-C4ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
, precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quatemaire ou 
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o une benzamidine ou ^ 
o une pyridine 

• R3 et JR^.^-JdentiqufS ou differents, represented 
independamment run de I'autre i ! hydrog6ne ou un radical alkyle 
i>en C1-C4 „ , < : . , '^O' 



v y- 



• le repartiteur repr6sente : ^ v / ^ / * \, / 

/ > 0 un groupe„ triazine eventuellement substitufe par un 
radical alkyle ayant t un Yadical 



'y / thio, oxy ou amino eux m§nries 6yentuellement substitues 

10 5 .// ''// par une ou plusleurs chaines aJkyle k chaine courte 

contenant 1 a 4 atomes de carbbne ou encore un atome 

: y. ■ ; ■ w 



d'halogene ou 



0 ungn&pera^ 

0 un grciupe Q(=NH)-NH-C(=NH) ou 



s 



15 / ^ & 7 atomes de carbone \ ■ 

V c^xto : 'iun groupe; diazine ^venfuellement substitue par les 

\ \ ouun de sessels. /y^x^ST: ,^',,^^/ ; ^ * 

20 \ On entend au sens de la formule" ci-dessus par chaTne 

* vi hydrocarbpn6e non aromatique une chaTne alkyle (C1-C4), alkenyle (C2-C4), 
lindaire n ou Jramifiee, cycloalkyle (C3-C1 8)^ cycloalk§nyle , (C3-C18), 



h§t§ipcycloalkyle^ ^G3-ei8). Le- groupe heterocyclpalkyle ^/ihclut 

■ x 6vehtueiiement I'atome d'azote 'Z^^-^v^ c » ' % J // :. 

25 K\ II est 6videmment entendu que -la^^aTne hydrocarbon6e non 
aromatique peut etre 6v^tuellerrient^bs^u§e par un ou plusleurs atomes 
ou radicaux choisis parmTles Atomes d'halogene, les : radicaux hydroxy, aryle, 
het§roaryle, alkyloxy, ;:aryloxy, thjo^ a|kylthi^arylth1b, amino, alkylamino et/ou 
arylamino, dialkylamin^r^™3ia1fylamino, amidino, guanidino, 

30 alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle, alkyloxycarbonyle ou 
aryloxycarbonyle, • aminocarbonyle, ; alkylaminocarbonyle et/ou 
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arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, alkylcarbonyl ou arylcarbonyl 
cyano et trifluoromethyle. 

Les chames alkyle des substituants eventuels de la chaTne 
hydrocarbonee contiennent de preference 1 a 4 atomes de carbone et les 
groupes aryles des substituants eventuels de la chaine hydrocarbonee 
contiennent de preference 5 a 18 atomes de carbone. 

On prefere parmi I'ensemble des composes ci-dessus Indus utiliser 
ceux comportant comme repartiteur un groupe triazine ou diazine Parmi les 
groupes diazines on prefere utiliser les pyrimidines ou les quinazolines 
Farm, les chaTnes hydrocarbonee on prefere les chames alkyle contenant 2 a 
3 atomes de carbone, les chames heterocycloalkyles ou cycloalkyles 
contenant 4 a 7 atomes de carbone. 

Parmi les triazines on prefere les composes reporidant a la formule 



(I) ci-dessous 



R 3 N • N^ISIR'3 
Ar, alk 

dans laquelle : 
- A represente 

• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents representent I'hydrogene ou un groupe 
alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 

• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 a la m§me 
signification que precedemment ou 

• un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
ou un groupe trifluoromethyle ou 



un atome d'hydrogene ou 



• un atome d'halogehe choisi parmi le fluor, le chlore, le 
brome ou I'iode 
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.w - R3 et R'3, identiques ou differents, repr§sentent indtpendamment 
run de I'autre I'hydrogfcne ou un radical alkyle en C1-C4. 

- repr§sente : 

♦ le cycle aromatique azote, representee ; v 

5 ^ ; ° une flulnolfiine Sverituellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel-Ra et Rb, 
//' identiques ou differents represented l'hydrog6ne ou un radical 

v V alkyle en C1-C4 pu 

^ o un groupe ORa dans lequel Ra est dfefini comme 
1 0 > prectdemment \, f r x 

o une, quinoleine poss§dant un atorne d'azote sous forme 
. / / quaternaire ou ; ; , 

o une benzamidine ou : i 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
15 ' un groupe aryle ou heterparyle 6ventuellement substitute par 

■% : un groupe alkyle eh C1-C4 ; / 

■ - alk represente V" r ' % \> 0 '.. > - : 

J : o un motif alkyle contenant 2 & 3 atomes de carbone . 
■ lin^aire ou ramifie substitue par un radical amino, alKylamino', 
20 et/ou arylamino, dialkylamino ou diarylamino 

'i v o un motif alkenyle contenant 2 & 3 atomes de carbone, 
-substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
\ '\/>%, dialkylamino ou diarylamino , ; x 

' o un motif htterocyclyle contenant de 4 k 7 atomes de 

25 V ^V^ . "carbone t ^, r^y-f^^' • .< 

v ouun de ses sels: : ) k ^> 

„.**■.. ^ 

II est 6vident que les:motifs quinol6ines peuvent §tre substitues par 
tout autre groupe n'intervenant pas dans Papplication visee, ainsi des 
groupes acridines ou isoquinoleines ou quinazolines ou quinoxalines ou 
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phtalazlnes ou benzothiazines ou benzoxazines ou phenoxazines ou 
phenoth.az.nes sent inclus dans la definition des groupes quinoleines. 

On prefere parmi les composes de formule (I) ci-dessus ceux qui 
comportent un heterocycle choisi parmi les groupes 4-aminoquinolyl, 4-a.kyl- 
ou 4-d,alkylam,no-quino«yi, 4-aminoquinolinium ou quinolinium dont le noyau 
qu.nol.n.um est eventuellement substitue par un groupe methyle. 

radial ml Q 1 t H Ui C ° nCerne ,6S 9r ° UPeS A ' |,S re P r6sen tent de preference le 
ad.ca, meth y th,o, ammo, a.kylamino ou dialkylamino radicaux dans lesquels 
les groupes alkyle possedent 1 a 4 atomes de carbone. 

rpnr^on? CG J" C ° nCeme '* cha?ne "^^arbonee non aromatique, elle 

■ T r §f6renCe ChaTnS ^^alkyteminoethyl, 

3-(d.alkylam,no)propyl, 2-(N-alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkvl-N 
arylaminojpropyl dans lesquels les groupes alkyle continent de preference 
1 a 4 atomes de carbone, encore plus preferentiellement 1a 2 atomes de 
carbone et les groupes aryle contiennent de preference 5 a 18 atomes de 
carbone, encore plus preferentiellement 6 atomes de carbone. 

form. . m aUtre ° bjet de ' a Pr ^ nte inVention concerne ,es composes de 
formule (I) en tant que produits chimiques nouveaux. II concerne done les 
produits nouveaux repondant a la formule (I) suivante : 

.A 



R 3 NI l\T ^|\|R- 3 
Ar 1 alk 



dans laquelle : 
- A represente 



• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents representent un groupe alkyle droit ou 
ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 

. • un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 represente 
I nydrogene ou a la meme signification que precedemment ou 
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. . .1 . .. . • un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
un groupe trifluoromethyle ou 

. • un atome d'hydrogene ou 

5 brome ou I'iode r . 

R 3 # R' 3 , identiques ou differents, representent mdepentemment Tun 
/dVl'autre un atome d'hydrogene ouun groupe alkyle enC1-C4 'v^ 

■'}'■ ' s ^Ar, represente : r ::;::v;v;:; . _ • V\/ 

• le cycle aromatique azote, represente ; , VO' -.\\ 
0 ; v> /'// ' o une quinoleine eventuellement substituee par au moins 

/" T.\ /;;/' o un groupe N(Ra)(Rbj dans lequel Ra et RbT 

. / /:/■ identiques pu different representent I'hydrogene ou un radical 

..• ■:■.••'/..// •• •' alkyle en C1-C4 6U / ; : "." \ ' "% a.: 

] ■ ■ . o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comrhe 

15 ; pr#c6dem^ent;; .- '•^/-j; ->p, ;7.-. i l 

' ' ' o une.quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
V'.,'''/' ; V quaternaire pu / ; . .; .. // ; . ,• 

\ \ ' : h o 'une behzamidine puV i ; \; •;;''/■/■> v \ 
;,. \ c; ; . o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
2o ; , un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substituee par 

un groupe alkyle en C1 -C4 



- alk represente 



\\ r? f} A o un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone 
ineaire ou ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou 
25 \>., arylamino, dialkylamino,.pu diarylarpinp ; ' > 

' V>:> >>.^ o un motif "alkenyle contenant 2^; 3' atomes de carbone, 
sutemU^ ''p^^vu^^J^^^^^ et/ou ar y'amino, 
dialkylamino ou diarylaminb 

o un motif heterocyclyle contenant de 5 a 7 atomes de 
30 carbone 
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ou un deses sels. ' :;■ 

Les composes de formule (I) qui sont preferes sont ceux pour 
lesquels Ar, represente un groupe choisi parmi les motifs suivants : 4-amino- 
ou 4-methylamino- pu 4-dimethylamino-quinolyl ou quinolynium dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un groupe methyle. 

Les composes de formule generate (I) qui sont preferes sont ceux 
pour lesquels A represente un groupe amino ou dimethylamino ou plus 
preferentiellement methylthio. 

Les composes de formule generale (I) qui sont preferes sont ceux 
pour lesquels la chaTne hydrocarbonee non arbmatique represente une 
chame 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl, 2-(N-alkyl-N- 
arylamino)6thyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les groupes 
alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone, notamment 1 a 2 atomes de 
carbone et les groupes aryle contiennent 5 a 18 atomes de carbone, 
notamment 6 atomes de carbone. 

On prefere tout particulierement les composes de formule generale 
(I) pour lesquels la chame hydrocarbonee non aromatique represente une 
chaTne 2-(N-alkyl-N-arylamino)ethyl telle que la chaTne 2-(N-m.tolyl-N-ethylT 
amino)ethyl 

Un autre objet de la presente invention concerne ('utilisation des 
composes de la formule (I) comme produit pharmaceutique a usage humain. 

Les procedes de preparation des composes de formule (I) 

x 



N 

Ar^ X A / A ' k 



sont decrits ci-apres. 



. Dans le cas ou Ar, et Alk sont presents, la triazine de formule generate 

(A) peut §tre obtenue par deplacement sequentiel des atomes d'halogene, 
tres generalement des atomes de chlore, des produits de formule generale 

(B) par les amines Ar, puis Alk de, formule generale (C) selon le 



m 
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sch6ma 1 : 

X N >X R3 • NR 3 N X 

X = CI .(ou F ou Br ou I) - 

- (B) ,, , - ; (C) :: : -,a . (D) 



Alk— NH (C) 



H V Alk A 
NR 3 N NR' 3 



■ . .' v > ■ Schema 1"^ ? '■ V ' '' 

\ Generalement on opere avec 1 mole de dihalog6no-s-triazine, ou 
5 trihalogeno-s-triazine, et 1 mole d'amine Ar r On pr§fdre operer dans un 
solvant inerte tel que I'acetone eventuellement . aqueux ou un alcool 
eventuellement aqueux, comme l'6thahoj> ou Un solvant halog£n£, tel que le . 
v : dichlorom£thane, ou un <§ther tel que roxyde de diethyle ou le dioxane, ou un 
<■ solvant aprotique polaire tel que le DMF le DMSO ou la NMP. Selbn une 
10 meilleure , manfere de mettre en oeuvre ^invention on opere a une 
temperature comprise entre 20°C et 50°C. Ensuite on ajoute 1 mole d'amine 
Alk au produit de formule g§n§rale (D), qui peutdtfe eventuellement isole. On 
v opSre notamment k une temperature comprise entre 50°C et le reflux. ' 

% v v _ Avantageusement, on peut op6rer dans les conditions d6crites dans 
15 J. Fluor. Chem.; 1988, 39(1), 117-123.. CAj " 

v. <v > , '* V , 

Methode q6nerale 2 .. J ^.;;-* v ' f 

Selon une seconde metfidde les produits de formule g§n6rale (A) 
dans lesquels Ar sont d6finis tels que pr6cedemment et R repr6sente un 
groupe NR1R2 ou OR1 ou SR1 peuvent etre Ggalement pr6par6s par 
20 deplacement nucl6ophile d'un atome d'halogene! generalement un atome de 
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chlore, d'un produit de formule generale (A) dans lequel R represente un 
atome d'halogene selon le schema 2 : 

V R 

N ^> N R 1 R 2 NH ou R^ ou R^- I 

|| I .Alk ~ N^N 

Ar lV . A, / III ^Alk 

' KID M KID' 



*NR 3 N NR' 3 



*NR 3 ^NT NR f 3 



(A) (A) 
R = CI (ou F ou Br ou I) R= NR^ ou OR 1 ou SR t 

Schema 2 

On opere g§neralement en condensant 1 mole de produit de formule 
generale (A) dans lequel R represente un atome d'halogene, 
preferentiellement un atome de chlore, avec 1 mole d'amine R1R2NH ou 
d'alcoolate RIO" ou de thioalcoolate R1S. La reaction a lieu en milieu inerte 
dans les conditions de la reaction. On peut citer parmi les solvants inertes 
I'acetone 6ventuellement aqueux ou un alcool eventuellement aqueux 
comme Methanol, ou un solvant halogene tel que le dichloromethane, ou un 
ether tel que I'oxyde de diethyle ou le dioxane, ou un solvant aprotique 
polaire tel que le DMF le DMSO ou la NMP. Lorsque le groupe entrant 
represente un groupe R1R2NH, on opere de preference k une temperature 
comprise entre 20°C et le reflux, en presence notamment d'une base 
organique, telle que la triethylamine, ou minerale, telle que la soude ou le 
carbonate de sodium ou de potassium. II est egalement possible de ne pas 
utiliser de base lors de la reaction domination, et d'isoler un chlorhydrate du 
produit de formule generate (A), dont la base peut ensuite etre liberie. 
Lorsque le groupe entrant represente un groupe R1Q' ou R1S; on opere 
preferentiellement avec un alcoolate ou un thioalcoolate alcalin ou 
alcalinoterreux, tel qu'un sel de sodium ou de potassium ou de lithium ou 
d'ammonium ou de c6sium ou de baryum, dans un solvant aprotique polaire 
tel que le DMF ou le DMSO ou la NMP, & une temperature comprise entre 
50°C et le reflux. 
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M6thode q6n6rale 3 



Selon un troisieme procede de preparation les composes pour 
lesquels R repr6sente un atome d'hydrogdne ou un groupe alkyle, droit ou 
ramifie contenant ,.de;^ peuvent Sgalement etre 

5 pr§par6s par cbnQensation d'un bisguanide de formule generale (E), avec un 
d6riv6 d'acide, preferentiellement un chlorure d'acide ou un ester de mSthyle 
de formule g6n§rale (F) selbh le schema 3 : " j f: 

/ :/ NH ^ ^ R^^CI ' • " ■ 4 N V 

: ■ ) /// R x q x-^ N N \\ ■ V 

■ ^ ^: ; ! /V (E) "'V ' ( A ) - 

' *'•■ /' - : : ' 1f:sMrr&3PSt:>> . v V \ - *U 

■ .'/>/ . '• /; ' ; . X ^^X^X ■ ' ' ' ; V"; : ^ 
10 : ■ | La condensation entre le bisguanide; de^ formule generale (E) et le 
< derive d'acide de ! formule 'g^^^Fjp;est| ^ctu§e generalement dans un 
alcool cpmme ie; methanol ou I'ethanoi. On prefere bperer a une ! temp§rature 
'r.\ comprise entreO ; / , Ui, 

\ \ tes^;i bisg ou/ 
15 7 dissym6triques; petivent ett^ol^^ conditions decrites 

V ; dans la literature et en particulier selon le brevet J. P. ^4-4993. . ft 

- P M6thode generate 4 ^'^X - // 

\\ ^/Hl est enteridu que les ^ g6nerale peuvent etre 



: ^obtenues sous forme de librairies, en appliquant les methodes decrites dans 
20 ies-sch6mas"1 , 2, 3, 4 ou 5 en chimie parallele^et/6u combinatoire en phase 
liquide ou en pHase' solide, etant^entendu que, lorsqu'pn travaille en phase 
. solide, ruh^quelcpnque des rlactlfs est prealablem<enf fixe sur un support 
solide, choisi enlbnction:de~J^ mise en jeu, et que ladite 

reaction bhimique est suivie d'une operation de clivage du produit de la 
25 reaction du support solide. 
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r*' La presente invention conceme aussi les compositions 

r • therapeutiques contenant un compose selon ^invention, en association avec 
un support pharmaceutiquement acceptable selon le mode d'administration 
choisi. La composition pharmaceutique peut se presenter sous forme solide, 
I 5 liquide ou de liposomes. 

Parmi les compositions solides on peut citer les poudres, les g£lules, 
les comprimes. Parmi les formes orales on peut aussi inclure les formes 
solides protegees vis-a-vis du milieu acide de restomac. Les supports utilises 
pour les formes solides sont constitu6s notamment de supports mineraux 
10 v comme les phosphates, les carbonates ou de supports organiques comme le 
lactose, les celluloses, famidon ou les polymeres. Les formes liquides sont 
constitutes de solutions de suspensions ou de dispersions. Elles contiennent 
comme support dispersif soit Peau, soit un solvant organique (6thanol, NMP 
ou autres) ou de melanges d'agents tensioactifs et de solvants ou d'agents 
15 complexants et de solvants. 

La dose administree des composes deiinvention sera adaptee par le 
praticien en fonction de la voie d'administration du patient et de Tetat de ce 
dernier. 

Les composes de la prtsente invention peuvent §tre administres 
20 seuls ou en m§lange avec d'autres anticancereux. Parmi les associations 
possibles on peut citer 

• les agents alkylants et notamment le cyclophosphamide, 
le melphalan, Tifosfamide, le chlorambucil, le busulfan, le thiotepa, 
la prednimustine, la carmustine, la lomustine, la semustine, la 

25 steptozotocine, la decarbazine, la temozolomide, la procarbazine et 

rhexamethylm§lamine 

• les derives du platine comme notamment le cisplatine, le 
carboplatine ou Toxaliplatine 

• les agents antibiotiques comme notamment la 
30 4 bltomycine, la mitomycine, la dactinomycine, 

• les agents antimicrotubules comme notamment la 
vinblastine, la vincristine, la vindesine, la vinorelbine, les taxoides 
(paclitaxel et docttaxel). 
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. les anthracyclines comme notamment la doxorubicine, la 
daunorubicine, I'idarubicine, l*6pirubicine, la mitoxantrone, la 
losoxantrone 

• les lopdisomerases des groupes I et II telles.que 
5 Tetoposide, le teniposide, Pamsacrine, I'irinotecan, le topotecan et le 

, ' tomudex, 

'// • les fluoropyrimidines telles que le 5-fluorouracile, VUFT, 

'// : . la floxuridine, s \k 

• les analogues de cytidine telles que la 5-azacytidine, la 
10 cytarabine, la gemcitabine, la 6-mercaptomurine, la 6-thioguanine 

• les analogues d'adenosine telles que la pentostatine, la. 
< cytarabine ou le phosphate de fludarabine . 

• le methotrexate et I'acide folinique 

• les enzymes et composes divers tels que la 
15 .] ' L-asparaginase, l'hydroxyur§e, I'acide trahs-retinoique, la surarhine, 

la dexrazoxane, I'amifostine, I'herceptin ainsi que les hormones 
oetrogeniques, androgeniques. 

II est egalement possible d'assbcier aux composes de la presente 
invention un traitement par les radiations. Ces traitements' peuvent*§tre 
20 administres simultanement, separemeht, sequentiellement; Le traitement 
■'. • sera adapts i au malade a traiter par le praticien. 

L'activite de stabilisation des G-quadruplexes, peut etre determin6e 
par une methode utilisant la formation d^un complexe avec la fluoresceine 
ddnjle protocole experimental est decrit ci : apres. ^ > ' 

25 > Oliabnucl6otides ^ \ >; t • v 

^ Tous les olignucleotides, modifies ou^nbn, ont 6te synthetis6s par 
. Eurogentec SA, Seraing, "Belglque:- UoKgonctotide, FAlfr + DABCYL porte la 
reference catalogue,/ OL-0371.-p802. - JI^ : possede la sequence: 
GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG correspondant a 3.5 repetitions du motif 
30 telomerique humain (brin riche en G). La fluoresceine est attache a 
i'extremite 5\ le DABCYL a I'extremite 3', par les bras chimiques decrit par 
Eurogentec. La concentration '■ des echantillons est ve>ifi6e par 
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spectrophotom^trie, en enregistrant • le spectre d'absorbance entre 220 et 
700 nm et en utilisant le coefficient cTextinction molaire fourni par le 
fournisseur. 

' Tampons 

5 *j Toutes les experiences ont ete realis6es dans un tampon cacodylate 
. V de sodium 10 mM pH 7.6 contenant 0.1 M de Chlorure de Lithium (ou de 
Chlorure de Sodium). Uabsence de contamination fluorescente dans le 
tampon a ete prealablement verifiee. ^oligonucleotide fluorescent est ajoute 
& la concentration finale de 0.2 pM. 

10 Etude de Fluorescence 

Toutes les mesures de fluorescence ont ete effectuees sur un 
appareil Spex Fluorolog DM1 B, en utilisant une largeur de raie d^xcitation de 
1.8 nm et une largeur de raie Remission de 4.5 nm. Les echantillons sont 
places dans une cuvette en quartz micro de 0.2 x 1 cm. La temperature de 

15 rechantillon est controlee par un bain-marie exterieur. L'oligonucl^otide seul 
a ete analyse a 20, 30, 40, 50, 60, 70 et 80°C. Les spectres d'emjssion sont 
enregistres en utilisant une longueur d'onde d'excitation de 470 nm. Les :)». 
spectres d'excitation sont enregistres en utilisant soit 515 nm soit 588 nm 
comme longueur d'onde demission. Les spectres sont corriges de la reponse 

20 de Tinstrument par des courbes de reference. Une extinction importante (80- 
90 %) de la fluorescence de la fluoresceine a temperature ambiante est 
pbserv6e, en accord avec un repli intramoleculaire de Toligonucleotide & 
20°C sous forme d'un G-quadruplex, ce qui induit une juxtaposition de ses 
extremit6s 5' et 3', respectivement liees a la fluoresceine et au DABCYL. 

25 Cette juxtaposition entraine un ph6nomene deja decrit d'extinctiph de 
fluorescence, utilise pour les "Molecular Beacons". 

Tm en fluorescence : 

Une solution stock d'oligonucl&otide a la concentration en brin de 
0.2 pM dans un tampon 0.1 M LiCI 10 mM cacodylate pH 7.6 est 
30 prealablement preparee, chauffee brievement a 90°C et refroidie lentement k 
20°C, puis distribute par aliquots de 600 [*\ dans les cuves de fluorescence. 
3 pi d'eau (pour le controle) ou 3 pi du produit a tester (stock a 200 pM, 
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concentration finale 1 pM) sont alors ajoutes et melanges. Les |charitillpns 
sont alors Iaiss6s k incuber pendant au moins 1 heure & 20°C avant chaque 
mesure. Utilisation de temps d'incubation plus longs Qusqu'& 24 heures) n'a 
pas d'influence sur le.resyltat obtenu: r . ....... 

5 Chaque experience ne permet que la ! mesure d f un seul ephantillon. 

Celui-ci est d'abprd incube & une temperature initiate de 20°C, porte & 80°C 
en 38 minutes, jaiss6 5 minutes a 80°cl puis refroidi a 20°C eh -62 minutes. 
. ^Durant^ce^temps, la fluorescence est mesur6e : simultan6ment^ deux 

- longueurs d'onde d'emission (515;nm et 588 nm) eri utilisant 470 nm comme. 
;10 longueur d'onde d'excitation. Une mesure est effectuee; Routes Jes 

30 secondes. La temperature du bain-marie est enregistree en paralieie, et le 

profil de fluorescence eh fonction de; la temperature est reconstitue a partir, 
, de ces yaleurs. Les profils de Juorescehce sont ensuite normalises entreV 

20°G et 80°C, et la temperature: poyr:laqtielle I'intensite demission & 515 nm \ 
15 est la moyenne de celled -a Haute^et bass^ temp est appeiee Tm. 

Dans ces conditions, le Trfi^ 

• produit est'de 44 d C' v dans-uii-^ Cette -temperature 

V-'r ■ fJ'* 1 *-- est iportee it plus de 55°C dans^ uri: tampon Chlorure de Sodium, ^addition 
^ > 4 d'un comppse stabilisant l^ augmentation du Tm. 

20 Cette augmentation est jug^ significati^ k 3°. * $v 

\ N s L'aetivit^J biologi^ par le protoeole / 

r ■ ' experimerifal'sw '■•3^-^-^ • - // 

- ; ^ Preparation de I'extrait enrichi en activite teiorh6rase humairie 

*; % -; ; " - ; ;v 'La lignee ^de Ieuc6mie HL60 est>obtenue 'auprds^de I'ATCC 
25 v (Americam Type Culture -^Col!e(^ion;^qckville USA), kes cellules/ sont 
s v\cultiv6es en suspension darisTdu milieu RPM 1 1640 confenant, L-Glutamine a 
2 mM, Periicilline 200 U/ml, streptomycine 200 yg/mh gentamycine 50 pg/ml 
et additionne de 10 % de/s<§rum foetal de veau inactive par Ja chaleur. 

Une^ aliquote de 10 cellules est centrifugee ci 3000xG et le 
30 surnageant ecarte. Le vculpt -da^cellules- :: eSt resuspendu par plusieurs 
pipettages successifs dans 200 pi de tampon de lyse contenant CHAPS 
0.5 %, Tris-HCI pH 7,5 10 mM, MgCI 2 1mM, EGTA 1 mM, p-mercaptoethanol 
. 5 mM, PMSF 0.1 mM et glycerol 10 % et est conserve dans la glace pendant 
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30 minutes. Le lysat est centrifuge a 16 OOOOxG pendant 20 minutes a 4°C et 
160 yl du surnageant est recupere. Le dosage des proteines de I'extrait est 
effectue par la methode de Bradford. L'extrait est conserve a -80°C. 

Dosage de I'activite telomSrase 

L'inhibition de I'activite telomerase est determinee par un protocole 
d'extension de l'oligonUcleotide TS ( s AATCGTTCG AGCAGAGTT 3 ) , en 
presence d'un extrait cellulaire enrichi en activite telomerase et des 
composes qui sbnt ajoutes a diff§rentes concentrations (10, 1, 0.1 et 
0,01 ug/ml). La reaction d'extension est suivie d'une amplification PCR des 
produits d'extension a I'aide des oligonucleotides TS et CXext 
( S GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA 3 ). 

Le milieu reactionnel est prepare selon la composition suivante : 



TrisHCIpH8,3 


20 mM 


MgCI2 


1,5 mM 


Tween 20 


0,005 % (P/V) 


EGTA 


1 mM 


dATP 


50 pM 


dGTP 


50 (jM 


dCTP 


50 uM 


dTTP 


50 pM 


Oligonucleotide TS 


2 ug/ml 


Oligonucleotide CXext 


2 ug/ml 


Serum Albumine bovine 


0,1 mg/ml 


Taq DNA polymerase 


1 U/ml 



alpha 32P dCTP (3000 Ci/mmole) 0.5 ul 

Extrait telomerase 200 ng sous un volume de l O ul 

Produit a tester ou solvant sous un volume de 5 ul 

Eau bi-distillee QS 50^1 
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: Les oligonucleotides sont obtenus aupres d'Eurogentec (Belgique) et 
sont conserves & -20°C & une concentration stock de 1 mg/ml dans de I'eau 
distilI6e. 

Les echantillons reactionnels sont assembles dans des tubes k PCR 
5 de 0.2 ml et une goutte d'huile de paraffine est d^posee sur chacune des 
reactions de Pexperience avant la fermeture des tubes. 

/ Les echantillons reactionnels sont ensuite incubes dans un appareil k 
PCR de type Cetus 4800 selon les conditions de temperatures suivahtes : 

V . : ,15 minutes & 30°C, ^ v 

10 - 1 minute k90°C, : v : " ' : 

suivis de 30 cycles de, ; v ' 

30 secondes a 94°C, y^C\^-;' 

30 secondes & 50°C, ! ; ; ■ ' , 5 

et 1 minute 30 sebcmc^ 
15 suivisd'un cycle final de 2 minutes a 72°C. 

Pour chacun des echantillons, une aliquote de 10 pi est pipettee sous 
la couche d'huile et meiangee avec 5 pi d'un tampbn de depot contenant : 

\ TBE '-"- : 2--\^' :[ 'M' :;y^"*#^:r'-' : 

glycerol ' 32 % (P/V) ; ; V / 

20 Bleu de bromophenol 0.03 % // 

, - Xylene cyanol 0.03 % > " " V 

Les A echantillons sont ensuite analyses , par. electrophorese en gel 
d'acrylamide '12 % dans un tampon TBE IX pendant 1 heure sous une 

tension de 200 volts; a I'aide d'un systemte d'eiectrophorese Novex. 

s -x>^ / ' • ■ >-.<>'{ \ . •' " ,<> 
25 Les gels d'acrylamides sont ensuite seches:sur une feuille de papier 

:whatmann.3MM k SO^G-pendantrl-heure::- \ 

L'analyse et la quantification des produits de la reaction sont 
effectu6es k I'aide d'un appareil Instantlmager (Pacard). 
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■'■ ■ Pour chaque concentration de compose testee; les resultats sont 

exprimes en pourcentage d'inhibition de la reaction et calcules a partir du 
contrdle enzymatique non traite et de I'echantillon sans enzyme (blanc) selon 
la formule suivante : 

5 (Valeur Compose - valeur blanc/ Valeur contrdle enzymatique - 

valeur blanc) x 100. 

La concentration de compose induisant une inhibition de 50 % de la 
r6action telomerase (IC50) est determinee a I'aide d'une representation 
graphique semi logarithmique des valeurs d'inhibition bbtenues en fonction 
1 0 , de chacune des concentrations de compose testee. 

On considers qu'un compose est actif en tant qu'agent 
antitelomerase lorsque la quantite inhibant 50 % de la reaction telomerase 
est notamment inferieure a 5 pM. 

L'activite bioloqique cytotoxini le sur des linn^s de tumej «r h, ,m a .n Q o 
15 est determinee selon la prn tocole exp eri mental snivant • 

Les lignees de cellules humaines KB et A549 sont originates de 
PATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville USA). Les cellules 
A549 sont cultivees en couche en flacon de culture dans du milieu RPMI 
1640, L-Glutamine a 2 mM, Penicilline 200 U/ml, streptomycine 200 pg/ml et 
:0 additionne de 10 % de serum foetal de veau inactive par la chaleur Les 
cellules KB sont cultivees en couche en flacon de culture dans du milieu de 
Dulbelco's contenant, L-Glutamine a 2 mM, Penicilline 200 U/ml 
streptomycine 200 ug/ml et additionne de 10 % de serum foetal de veau' 
inactive par la chaleur. 

Les cellules en phase exponentielles de croissances sont trypsinees 
lavees dans du PBS 1X et sont ensemencees en microplaques 96 puits 
(Costar) a raison de 4x1 0 4 cellules/ml pour A549 et de 1,5x1 0 4 cellules/ml 
(0.2 ml/puit) puis incubees pendant 96 heures en presence de concentrations 
variables de produit a etudier (10, 1, 0.1 et 0.01 ug/ml, chaque point en 
quadruplicata). 16 heures avant la fin de Hncubation, 0.02 % final de rouge 
neutre est ajoute dans chaque puits. A la fin de I'incubation, les cellules sont 
lavees par du PBS 1X et lysees par 1 % de lauryl sulfate de sodium 
^incorporation cellulaire du colorant, qui reflete la croissance cellulaire est 



5 
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evaluee par. spectrophotometrie a ,une longueur d'onde de 540 nm pour 
cheque echantillon a I'aide d'un appareil de lecture Dynatech MR5000. 

Pour chaque concentration de compose teste, les resultats sont 
exprimes en percentage inhibition de croissance cellulaire et calcules a 
5 partir du controle non traite et du milieu de culture sans cellules (Wane) selon 
laformule suivante : : 7 77 f : ;,\ 
//" (Valeur Compose - valeur Hand Valeur cohtrole cellules - valeur 
. blanc)x100. • - '-'^ : '' \\ "\ 

■/ ■ V La concentration de compose induisantune inhibition de 50 %de la 
10 croissance. (IC50) est determinee a I'aide d'une representation graphique 
semi logarithmique des.valeurs d'inhibition obtenues en fonction de chacune, 
. des concentrations de compost testee. > . V 

On considere qu'un compose est actif comme agent cytotoxique si la 
concentration inhibitrice .11 50 % de la croissance des cellules tumorales ; 
1 5 testees est notamment inferieure a 1,0 pM : •' '•. ^ - 3 

• , ; Les exemples suiy^.e\)ipn limitetifs sont donnes pour illustrer 
y '• nnvention^4 7; 7 ' 77..-:>- 7-7 \77. ; :' i 7- . 7 ,. 77 

Exemple l : -Synthase en parallele ^^^^'^^^^ 
7. : m§thylsulfanyl-i1,3 I 5]triazin-2-yl]^ } 
20 ■ .77' diamine y} 7 - : 7<- .-. ?/ry 

.V \''\V7--" ~ r "'77 ; > /// ■ •■ 7;; 7 

''V • \ \ \. 



N 



■ p 7 // 





Ri >\ * .-77 



Vv. * v it 7*>fL stK^ st* 7 7 k 

■ "^n. . . ■• c '' ^ N^:>7 v''-- ' 7'-' ' '•" 



•"^ss^. . /~ "'-.,7/7, 7 " 7 . 

. q i]inoline-4,6-diamine 
Dans un tricol de 1 litre, a une solution de 5 g (25 mmoles) de 2,6-dichloro-6- 
25 methylsulfanyl-[1 ,3,5]triazine, qui peut etre preparee selon J. Amer. Chem. 
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Soc., 1945, 67, 662, dans 400 ml de tetrahydrofurane, on ajoute 
successivement 4,4 g (25 mmoles) de 2-methyl-quinoline-4,6-diamine, qui 
peut etre preparee selon J. Med. Chem. 1 992, 35, 252, et 2,8 g (25 mmoles) 
de carbonate de sodium. Le melange reactionnel est chauffe a reflux 
5 pendant 16 heures. Apres evaporation du tetrahydrofurane, le residu est 
repris par 400 ml d'un melange d'eau et de dichoromethane (50-50 en 
volumes). La phase organique est decantee, sechee sur sulfate de sodium et 
concentree a sec sous pression reduite. On obtient alors 7,5 g (88 %) de N6- 

(6-chloro-4-methylsulfanyl-triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6-diamine, sous 
0 forme d'un solide jaune pale dont les caracteristjques sont les suivantes : 

- point de fusion = 294°C 

- spectre de RMN 'H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, 8 en ppm) : 2,43 (s : 3H) ; 2,52 
(s : 3H) ; 6,47 (s : 1H) ; 6,61 (mf : 2H) ; 7,62 (d large, J = 9 Hz : 1H) ; 7,69 (d 
J = 9 Hz : 1H) ; 8,32 (mf : 1H) ; 10,80 (mf : 1H). 

Synthese en parallele de N6-r6-r2-di methvlaminn-4thvlaminoV-4-miSthYi. 
sulfanyl-f 1 ^^ Itriazin^-vn^-methvl-auinolinfi^.e-diamine teYAmpia 1 -1 ) 

Dans un reacteur magn§tique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en parallele munis chacun d'un tube en 
verre de 50 ml, on introduit 50 mg (0,15 mmole) de N6-(6-amiho-4- 
methylsulfanyl-[1,3,5]triazin-2-yl)-2-methylquinoline-4,6-diamine. : Dans le 
premier tube (exemple 1-1), on ajoute successivement 5 ml de dioxane, 
16 mg (0.15 mmole) de carbonate de sodium, 23 mg (0,15 mmole) d'iodure 
de sodium et 27 mg (0,3 mmole) de 2-dimethylamino-ethylamine. Le milieu 
reactionnel est chauffe au reflux sous argon pendant 24 heures. Apres 
refroidissement, le contenu du tube est evapore sous pression reduite, repris 
par 5 ml d'eau et 5 ml d'acetate d'ethyle et filtre. La phase organique est 
decantee, sechee et concentree sous pression reduite. Le produit brut 
obtenu est alors purifie par LC/MS en utilisant une colonne de silice Cl8 
Waters Xterra 3.5 uM, de diametre 3 mm et de longueur 50 mm, en eluant 
, par un gradient lineaire d'elution constitue au temps initial (t 0 = 0 mn) par de 
: I'eau contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique et au temps final (t = 4 mn) 
par de I'acetonitrile contenant' 0,05 %d'acide trifluoroacetique. On obtient 
ainsi, apres purification, 58 mg de trifluoroacetate de N6-[(6-(methyl-quinolin- 
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6-yl-amino)-4-methylthio-triazin-2-yl]-quinaldine-4,6-diamine, dont les 
caracleristiques sont les suivantes : 

- spectre de masse (DAD-TIC).= 454 (MH*) 
' - temps de retention = 2,69 mn (les temps de-detention sont obtenus sur 
5 Colonne hypersil C18 5 urn 50 mm diametre 4.6 mm marque Purity Elite en 
eluant'avec un melange de solvants A (H20/TFA 0.05 %) et B (ACN/TFA 
4.05 %) avec un gradiant lineaire allant de 95 % A/5 % B (t = 0 mn) a 10 % 
A/90 % B a. t= 3,5 mn puis palier 2-mn).. : ' 

//■ Les exemples 1-1 a 1-26 ontete obtenus en operant comme ci-dessus dans 
• 10 uh reacteur Zymark STEM RS2050. Les structures* les diverses conditions 
operatoires utilisees et les caracteristiques des exemples 1-1 a 1-26 sont, 
' '."]'". resumees dans le tableau ci-dessous : \ Yv 





Exemple 


Structure/' 


Conditions reactionnelles 


Caracter 


istiques 








Solvant 


Chauffage 


Nbre de 
mmoles 
d'amine 


Masse 
MH* 


Temps 

: de 

Retention 
(mn) 




; 1-1 




dioxane S. 


\l7h./100°- 

-- ' '{■ : ^' W ""ii 


;v 0,3 


384 


<: \2,'69 


• \ .><::.■ ■ . 

\ - ' \ ! . ' ' 
> >,•■ * • 






dioxane 


17 hV100° H 




/ 410 , 


: v 2^91 ; , 


?' ■ • 

W ■ .' • . / 

'v \ 


1-3 

//' ' s ... . 


rac6m|que trar« 


dioxane 


17h./100V 


> 0,15 


411 V 


2 t 86, ; 


\ v, 

' \^ 

\ \ 

... 'V 


1-4 / 

■ , S v N .- ( ' 


3-RS. ' . !; . 


dioxane 


3 jyibo° , 




422 . . 

// ■: ■ 


2,85 




. 1-5 ; 


"ft; •-• 

2-S 


dioxane 


^7h7ip0?> 


0,15 


396 


2,84 
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1-6 


N — I 

o mo -NH - 

2-RS 


dioxane 


17h./100° 


0,15 


424 


2,79 














1-7 


racgmique trans 


dioxane 


17h./100° 


0,15 


410 


2,72 


1-8 


HjjN NH 


dioxane 


2jyi00° 


0,3 


452 


2,81 


1-9 


Hi/ V— v 

^—S ^— NH — 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24 h./100° 


0,3 


425 


2,43 


1-10 


> ' NH 


dioxanelO 
ml/DMFI 

% 


24h./100° 


0,3 


410 


2,51 


1-11 




dioxanelO 
ml/DMFI 

% 


24 h./100° 


0,3 


. 424 


2,50 | 


1-12 


>" NH - — 

, ' .. t 


dioxanelO 

ml/HMPI 

nwuiviri 
% 


24h./100° 


0,3^ 


398; 


2,46 


1-13 


^ — TIH 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24h./100° 


0,3 


OoO 




1-14 


. N 

' S ~"^NH — 


dioxanelO 
ml/DMFI 

% 


24 h7100° ] 


0,3 


412 

■ .i 


2,47 


1-15 . 




dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24h./100° . 


0,3 


384 


2,48 


1-16 


IK 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24h./100° 


0,3 


396 


2.49 


1-17 


^ V 


dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24hyi00° 


0,3 


511 


2,38 


1-18 




dioxanelO 
ml/DMF1 

»/« 


24h./100° 


0,3 


459 


2,62 
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M9' 




dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24hV100° 


0.3 


410 


2.44 


.1-20 . 




dioxanelO 
m!/DMF1 

% 


24h7100° 


0,3 


410 


2,52 


~> r' 

1-21 


3-S 


; • / 
dioxanelO 
m!/DMF1 
% 


24h./100° 

■ / 


0,3 


422 


2,55 


1-22 




dioxanelO 
ml/DMF1 

% "\ 


24117100*. 


0,3 


400 


-2,36 


1-23 




dioxanelO 
m!/DMF1 


24hV100° 


0,3 


384 


2,40 


1-24 




dioxanelO 
m!/DMF1 

% 


. * V 

24h7100° 


. 0.3 


,440 


2,58 


1-25 




dioxanelO 
ml/DMF1>. 
% 


J l_ / J AAA 

24hV100° 

\, ■ • 


0,3 


410 


2,48 


. 1-26 




dioxanelO 
ml/DMF1 

% 


24h./l00° 


r 0,3 

/ / 


y 


2,86 



Exemple 2 ;v Synthase en paralfele de derives substitues de N6-[6-amino-4- 
diethylamino-[1 ,3,5]triazin-2-^ 
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Preparation de la N6-(6-chloro-4-di6t h vlamino41.3.51triazin-2-vlV2.mPth Y i- 
quinoline-4.6-diamine 

Dans un tricol de 1 litre, a une solution de 5 g (22,5 mmoles) de 2,6-dichloro- 
4-diethylamino-[1,3,5]triazine commerciale dans 300 ml de tetrahydrofurane, 
on ajoute successivement 3,91 g (22,5 mmoles) de 2-methyl-quinoline-4,6- 
diamine, qui peut etre preparee selon J. Med. Chem. 1992, 35, 252, et 2,4 g 
(22,5 mmoles) de carbonate de sodium. Le melange reactionnel est chauffe 
a reflux pendant 20 heures. Apres evaporation du tetrahydrofurane, le residu 
est repris par 400 ml d'un melange d'eau et de dichoromethane (50-50 en 
volumes). La phase organique est decantee, sechee sur sulfate de sodium et 
concentree a sec sous pression reduite. On obtient alors 7,4 g (92 %) de N6- 

(6-chloro-4-diethylamino-triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6-diamine, sous 
forme d'un solide jaune dont les caracteristiques sont les suivantes : 

- point de fusion = 120°C 

- spectre de RMN 'H (300 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, 5 en ppm) : 1,14 (mt : 6H) ; 
2,42 (s : 3H) ; de 3,50 a 3,70 (mt : 4H) ; 6,47 (s et mf : 3H eh totalite) ; 7,54 
(d large, J = 9 Hz : 1 H) ; 7,67(dd, J = 9 et 2 Hz : 1 H) ; 8,27 (mf : 1 H) ; 1 0,09 
(mf : 1H). 

Synthese en parallele de N6-fre-(r{- dimethvlaminn-pro P vlaminoV4- 

diethvlamino-ri.3.51tria?i n-2-vn-2-m6thvl-auinoline-4.6-diamine 
(exemple2-1) 

Dans un reacteur magnetique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en parallele munis chacun d'un tube en 
verre de 50 ml, on introduit 50 mg (0,13 mmole) de N6-(6-chloro-4- 
diethylamino-[1,3,5]triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6-diamine. Dans le 
premier tube (exemple 2-1), on ajoute successivement 5 ml de DMF, 19 mg 
(0.14 mmole) de carbonate de potassium, 21 mg (0,14 mmole) d'iodure de 
sodium et 14 mg (0,14 mmole) de 3-dimethylamino-propylamine. Le milieu 
reactionnel est chauffe a 120°C sous argon pendant 16 heures. Apres 
refroidissement, le conteriu du tube est evapore sous pression reduite, repris 
par 5 ml d'eau, filtre et lave avec de I'oxyde de diethyle. Le produit brut 
obtenu est alors purifie par LC/MS en utilisant une colonne de silice C18 
Waters Xterra 3.5 pM, de diametre 3 mm et de longueur 50 mm, en eluant 
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par un gradient lineaire d'elution constitue au temps initial = 0 mn) par de 
I'eau contenant 0,05 /<> d'acide trifluoroac£tique et au temps final (t, = 4 mn) 
par de I'acetonitrile contenant 0,05 % d'acide trif!uoroac6tique. On obtient 
ainsi, apr6s purification, 12 mg de N6-[(6-(3-dim6thylamino-propyIamino)-4- 
5 diethylamino : [1 •3;5]triazin-2-yl]-2^ dont les 

caract6ristiques sont les suivantes : 

> - spectre de masse (DAD-TIC) = 423 (MH*) 
'/'- temps de retention = 0,79 mn (les temps de retention sont obtenus sur 
Colonne hypersil €18 5 pm 50 mm diamdtre 4.6 mm marque Purity Elite en 
10 §luant avec/un melange de solvants A (H20/TFA 0.05 %) et B (ACN/TFA 
0.05 %) avec un gradiant lin§aire allant de 95 % A/5 % B (t = 0 mn) a 10 % 
A/90 %Bii t= 3,5 mnpuis palier 2 mn). 

Les exemples 2-1 a 2-2 ont §t§ obtenus en operant comme ci-dessus dans 
un reacteur Zymark STEM RS2050. Les structures, les diverses conditions 
15 operatoires utilises et les caracteristiques des exemples 2-1 et 2-2 sont 
r6sumees dans le tableau ci : dessous : . : 



Exemple 


Structure 


Conditions reactionnelles 


Caracteristiques 


\ ' ■ 


. AlkN(R'3)- V.v 


Solvant 


Chauffage 


Nbre de 
rrimoles 
d'amine 


Masse 
MH* 


Temps de 
Retention 
(mn) V 


\ 

2-1 

\ 

K 

V. 




DMF 


. 16h./120° 


0,14 




0,79 ft 


2-2 




DMF 


16h./120° 


0,14 


421 


0,79 
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Tableau de resultats bioloaig iifis 



Exemple 


I TRAP 

telomerase 
J ICSOpM 


G-4 
ATm 

°C 

w 


Cytotoxicite 
A549 

IvOU fJlvl 1 


1-1 


I u,/y 


6 




i 


I A K 
I " 5 


5.6 




7.5 - 


ho 
1 o 


I A A 

4,4 


3.1 




1-A 

s - -1 f ... 


I f\ 1 
I 0,1 


5.6 


- 


I o 


| 1>6 


2.8 t 


... 




1 1 oc • 






1-7 


J 0,4/ 






1 o 


I n Qo 

u,yo 




8.5 1 


1-Q 


■ ,o4 


7 




1 m 


j 0,94 


7 




1 11 


! 1J 


4.5 




1 10 


3,1 




1 


1 1Q 

i-io 


2,9 






1 1vl 
1-14 


3,2 




1 


1 1 K 


4,6 






1 1 A I 


1,29 




1 


1 17 • I 


1,6 






1-1Q 


•i 

* • 1 






1 J0(\ I 


3,1 






1-21 | 


0,7 




_ 


1-22 I 


3,2 






1-23 J 


3,8 






1-24 I 


3,9 






1-25 i 


1,5 




10 


1-26 | 


0,86 


33 


<0.3 


2-1 


0,90 


7.9 




2-2 I 


5,4 


2.4 





•I 
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. REVENDICATIONS 

1..- Composes fixant la structure G-quadruplex des telomeres 
caracterises en ce quits repondent k la fqrmule generate suivante : 

cycle aromatique azote - NR 3 - rSpartiteur-NRg : chaine hydrocarbonee non 
5 aromatiqlie 

/'/ dans (aquelle - 

. • le cycle aromatique azote, reprSsente : 

/- / ' o une quinoteine eventuellement substitute par au moins 

/ o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 

10 ^ identiques ou differents representent I'hydrogene ou un radical 

alkyleen C1-C4 0U " " 

un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
precedemmeht \ V ; ■ 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
15 . quaternaire ou r > V, ♦ " ■ : 

o une benzamidine'ou ; 

' ,.\ ' o une pyridine - ; 

\ • R3 et R'3, identiques > ou ; differehts, representent 
ind6pendamment Tun de Tautre rhydrogdne ou un radical alkyle 
20 ; \ en C1-C4 . /// 

> • le repartiteur repr6isente : > S " 

< /> 0 un groupe triazine Eventuellement substitu6 par un 
\\- i r radical alkyle ayant.1 a 4 atomes.de carbone,. un radical 

y ( thio, oxy ou amino eux merrie? eventuellement substitues 

25 . . . par un M du t plusieurs^chaihes alkyle a chaine courte 

S; ^, contenant 1 4 4 atomes ^ de ;:carbone ou un atome 
^"d , halbgdne;qu.^;\.;;i"i>^ r" '** 

0 un groupe carbonyle ou 

0 un groupe C(=NH)-NH-C(=NH) ou 
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0 umgroupe alkylediyle contenant 3 a 7 atomes de carbone 



ou 



0 un groupe diazine eventuellement substitue par les 
memes groupes que la triazine 

ou un de ses sels. 

2 - Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que le 
repartiteur est choisi parmi les groupes triazine ou diazine. 

3 - Composes selon la revendication 2 caracterises en ce que les 
groupes diazines sont des pyrimidines ou des quinazolines. 

4 - Composes selon I'une des revendications precedentes 
. caracterises en ce que la chaTne hydrocarbonee non aromatique est chqisie 

parmi les chafne alkyle (C1-C4), alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees 
cycloalkyle (C3-C18), cycloalkenyle (C3-C18), h^terocycloalkyle (C3-C18) 
incluant eventuellement I'atome d'azote du groupe NR*3. 

5 - Composes selon la revendication 4 caracterises en ce que la 
chafne hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substitute par un 
ou plusieurs atomes ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les 
radicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, 
amino, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, 
guanidino, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle' 
alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, aminocarbonyle • 
alkylammocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

6 - Composes selon la revendication 5 caracterises en ce que les 
chaTnes alkyle des substituants eventuels de la chaTne hydrocarbonee 
contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryles des substituants 
eventuels de la chaTne hydrocarbonee contiennent 5 a 18 atomes de 
carbone. 

7 - Composes selon la revendication 4 caracterises en ce que parmi 
les chaTnes hydrocarbonees on prefere les chaTnes alkyle contenant 2 a 3 
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atomes de carbone, les chames.heterocycloalkyles ou cycloalkyles contenant 
5 a 7 atomes de carbone. 

8 - Composes selon : la revendication 1 caracterises en ce qu'ils 
repondent a la formula (I) ei-dessous : ' - , . 



Arc, Alk 



'/■v. . \\ /, ••, v "~ 



■v 



dans laquelle : }S; ......... Z'''i : X ' \; >•., 

-Arepresente ^^'uz' . '\'-'\. 

: //; . un grbupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 

R2 identiques ou differents represented I'hydrogene ou 
10 | un groupe alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4:atomes 

j ! ; de carbone 6u 

- • \:\L : -V . un groupe OR1 6u SR1 dans lequel R1 a la meme 
• •:•:>. signification que precedemment ou ■ ,i ' ..- 

■ . uh groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
15 • : ou uh groupe trifluoromethyle ou r \ •; , . / 

\ \ \ • un atome d'hydrogene ou / 
■IP' \> N. un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 

■ if i % • brome ou I'iode >'y\y "■<',. '" 
X /f\ R3 et R-3, identiques ou differents, represented independamment 
20 Vun de l'autre I'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C4 , ' 

•'^S, - Ar, represents if;- •?> ^ • pXt %■ ) * ' ■><■-' ' 

!; t-% I.' i ■ :>;>'-"■• 
^le-cycle aromatique azote, represented'-' 

0 ~ une quihdleine:eventuellernent substitute par au moins 
o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
25 identiques ou differents represented I'hydrogene ou un radical 

alkyle en C1-C4ou 
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o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
precedemment "... . 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substitute par 
un groupe alkyle en C1 -C4 

- alk represente une chafne hydrocarbonee, eventuellement 
substituee, non aromatique choisie parmi les chaTne alkyle (C1-C4), 
alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, cycloalkyle (C3-C18), 
cycloalkenyle (Q3-C18), heterocycloalkyle (C3-C1 8) incluant 
eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3 
ou un de ses sels. 

9 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que la 
chaTne hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substituee par un 
ou plusieurs atomes ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les 
radicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylihio, 
amino, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino,' 
guanidino, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle,' 
alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, aminocarbonyle 
alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

10 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que Ar, 
represente un groupe choisi parmi les groupes suivants: 4-amino- ou 4- 
methylamino- ou 4-dimethylamino- quinolyl ou quinolinium dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un goupe methyle. 

1 1 - Composes selon la revendication 8 caracterise en ce que les 
groupes A represented le radical thiomethyl, amino, alkylamino ou 
dialkylamino radicaux dans lesquels les groupes alkyle possedent 1 a 4 
atomes de carbone. 
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. 12 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio; 

13 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 
represente un motif alkyle contenant 2 & 3 atomes de carbone lineaire ou 
5 ramifie substitu6 par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino, diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 
carbone, substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino ou diarylamino, ou un motif heterpcyclyle ou bycloalkyle 
// contenant de 4 a 7 atomes de carbone 

10 14 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que a|k 

represente une chaTne 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl, 2-(l\L 
alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 
groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 
contiennent 5 k 18 atomes de carbone/ ^ \ 

15 15 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 

represente une chaTne ^-(N^m^olyl-N^hyl-amino^thyl. "y. 

••" * : . 16 - Composes de la revendication 1 caracterises en ce qu'ils ont 
une activity inhibitfice des^ > .* 

. 17- Composes selon I'une quelconque des revendications / 

20 precedentes caracterises en ce qu'ils ont une activite anticancereuse. 

v 1 8 - Composes nouveaux repondant a la fprmule (I) suiyanfe : 

A 



N 

■ x 

*• Ar^ alk < 



dans laquelle : 
- A represente 
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12 - Gomposes'selon la revendication 8 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio. •• • 

13 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 
represente un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone lineaire ou 
ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino 
d.alkylamino, diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 
carbone, substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino 
dialkylamino ou diarylamino, ou un motif heterocyclyle contenant de 4 a 7 
atomes de carbone 

14 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 
represente une chaTne 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl 2-(N- 
alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 
groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 
contiennent 5 a 18 atomes de carbone. 

15 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 
represente une chaTne 2-(N-m.tolyl-N-ethyl-amino)ethyl. 

16 - Composes de la revendication 1 pour une utilisation comme 
agent inhibiteur des telomerases. 

17- Composes selon Tune quelconque des revendications 
precedentes pour une utilisation anticancereuse. 

. .18 - Composes nouveaux r^pondant a la formule (I) suivante : 

A 



RgNI N NR' 3 
Ar 1 alk 



dans laquelle : 
-A represente 
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,. ... . un groupe amino -de, formula NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents represented un groupe alkyle 
droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 

• gn groupe OR1-OU SR1 -dans lequel R1 represente 
"' " I'hydrogene ou a la ' m§me signification, que 

precedemment ou - 
, . un groupe alkyle contenant i a 4 atomes de. carbone ou 
un groupe trifluoromethyle ou . 

• un atome d'hydrogene ou , ;. 

. . ' . un atome d'halogene choisi parmi le fluorje chlore; le 

/ >:, -' . •.'■ c '-"' . \ x 

,<■:■// brome oul'iode ' \v ••, 

- R3 et R'3, identiques ou differents, represented independamment/, 
l-un de ('autre un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C4 y 

-Ar, represente »> ' \, y f'.- i \ . . '; 

: • le cycle aromMique azote, represente : . j 
\; ' une quinoleine eventuellement-substituee par aumoins 
- o un groupe : N(Ra)(Rb) ;dans lequel Ra 3 et Rb, 
idSiques^ un radical / 

t alkyle en G1 -C4 ou : 0|jf pj^ J^p'/V ^ -j j! 
^ 6 un groupe ORa dans lequel Ra 

V\ pr§c6demment 
Xv C; o ; une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 

quaternaire oU - ^\'V //' 

o une benzamidine ou ^.;^v ■// 

'*' 4 Uo une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
V. un groupe aryle pu neteroaryle eventuejlement substituee par 
un:groupe alkyle en C1 -C4 
- alk reprienS" W eventuellement 
substituee, non aromatique, choisie parmi les chaine alkyle (C1-C4) 
alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, cycloalkyle (C3-C18), 
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- cycloalkenyle (C3-C18), heterocycloalkyle (C3-C18) incluant 
eventuellement I'atomed'azotedu groupe NR'3 
ou un de ses sels. 

19 ~ Composes selori la revendication 18 caracterises en ce que la 
5 cha.ne hydrocarbon* non aromatique est eventuellement substitute par un 
oirplusieurs atomes ou radlcaux choisis parmi les atomes d'halogene les 
rad,caux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, aryl'thio 
am.no, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino' 
guan.d.no, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle' 
10 ^Woxycarbonyle ou aryloxyoarbonyle, . aminooarbonyle [ 
alky lammocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

20 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que Ar 
. _ 7P resente un groupe choisi parmi les groupes suivants : 4-amino- ou 
15 4-methylamino- ou 4-dimethylamino-quinolyl ou quinolinium dont le noyau 

quinolinium est eventuellement substitue par un groupe methyle. 

21 - Composes selon la revendication 18 caracterise en ce que les 

groupes A representent le radical thiomethyl, amino; alkylamino ou 

^ dialkylamino radicaux dans lesquels les groupes alkyle possedent 1 a 4 
20 atomes de carbone. 

_ 22 " Com Pos6s selon la revendication 18 caracterises en ce que R1 
et R2 representent I'hydrogene. 

23 - Composes selon la revendication 21 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio. 

24 - Composes selon la revendication 1 8 caracterises en ce que alk 
represente un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone lineaire ou 
ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino 
dolkylamino, diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 
carbone, substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino 
dialkylamino, diarylamino, ou un motif heterocyclyle ou cycloalkyle contenant 
de 4 a 7 atomes de carbone 
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, cycloalkepyle (C3-C18), ; h^terocycloalkyle (C3-C18) incluant 
eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3 
ou un de ses sels. 

19 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que la 
5 chatne hydrocarbon^ non aromatique est eventuellement substitute par un 

ou 'plusieurs atonies ou radicaux choisis parmi ;les atomes d'halogene, les 
/Sdicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, alkyloxy, arylbxy, thio, alkylthio, arylth.o,^ 
• • ' amino, alkylamino et/ou >rylaminb ) ;:dialkylaminb i diarylamino.- am.d.no, 
, / guanidino, alkylcarbonylamino, *u arylcarbonylamino, . carboxye, 
10 alkyloxycarb6nyle . ou aryloxycarbonyle,, aminocarbonyle , 
. . alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, 
alkylcarbonyl ou arylcarbpnyl, cyano et trifluoromethyle. , \' 

20 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que Ar r \ 
. . represente un groupe choisi parrrii les groupes suivants : ; 4-amino- ou 

15 4-methylamino- ou 4-dim6thylamiho:quinolyl ou quinolinium dont le noyau 
quinolinium esleventuellemeht substitue ( par un groupe methyle. *. 

; 1 2r- Composes selori la reVendicatiqn 18 caracterise en ce que les 
; groupes A represented le Radical ; thiom6thyl, amino, alkylamino ou 
T dialkylamino . radicaux dans lesquels les groupes alkyle possedent 1 a 4 
20 atomes de carbone. V *.<•••--**'. :{2-&Jd^' ■ / " ! 

A:. 22 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que R1 
.' et R2 represented I'hydrogene. , [: // 

'S%.23 - Composes selon la revendication 21 caracterises en ce.que A 
' v ' represente un groupe methylthio.- ' ; ^ 

24-Cpmposes selon la revendicatibn^f caracterises : en ce que alk 
repr^ente un motif alkyle d^MlZ ^ ■■fomnfip^-^™ 
. ramifie suSstitue par un radical amino, .alkylamino et/ou arylam.no, 
dialkylamino, . .di^mi^r^aikifiyfe contenant 2 a 3 . atomes de 
' carbone, substitue par un radical . amino, alkylamino et/ou arylam.no 
30 dialkylamino, diarylamino, ou un motif heterocyclyle, contenant de 4 a 7 
atomes de carbone 



25 
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25 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que alk 
represente une chame 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl,. 2-(N- 
alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 
groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 

5 contiennent 5 a 18 atomes de carbone. 

26 - Composes selon (a revendication 24 caracterises en ce que alk 
represente une chame 2-(N-m.tolyl-N-ethyl-amino)ethyl. 

27 - Utilisation des composes de la revendication 1 8 comme produit 
pharmaceutique a usage humain. 

10 28 - Associations therapeutiques constitutes d'un compose selon la 

revendication 1 et d'un autre compose anticancereux. 

29 - Associations selon la revendication 28 caracterisees en ce que 
le compose anticancereux est choisi parmi les agents alkylants, les derives 
du platine, les agents antibiotiques, les agents antimicrotubules, les 
anthracyclines, les topoisomerases des groupes I et II, les fluoropyrimidines, 
les analogues de cytidine, les analogues d'adenosine, les enzymes et 
composes, divers tels que la L-asparaginase, I'hydroxyuree, Tacide trans- , 
retinoique, la suramine, ririnotecan, le topotecan, la dexrazoxane, 
I'amifostine, I'herceptin ainsi que les hormones oetrog§niques,' 
androgeniques. 



- . 30 - Association therapeutique constituee d'un compose selon la 
revendication 1 et de radiations. 

31 - Associations selon I'une quelconque des revendications 29 a 30 
caracterisees en ce que chacun des composes ou des traitements est 
administre simultanement, separement ou sequentiellement. 
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de nouveaux composes chimiques ainsi que leur application 
therapeurjque chez I'homme. 



in 
in 

CM 

o> 
1— 
00 

CM 

DC 
LL 



2819255 



DERIVES CHIMIQUES ET LEUR APPLICATION COMME AGENT 
ANTITELOM ERASE 

La pr§sente invention est relative a la th6rapie du cancer et concerne 
de nouveaux agents anticancereux ayant un mecanisme d'action bien 
5 particulier. Elle concerne aussi de nouveaux composes chimiques ainsi que 
leur application th6rapeutique chez I'homme. 

La pr6sente invention concerne Putilisation de nouveaux composes 
chimiques non nucl6otidiques qui interagissent avec des structures 
sp6cifiques de Pacide d6soxyribonucl6ique (ADN). Ces nouveaux composes 

10 sont constitu6s d'un agent r6partiteur lie k un groupe aminoaromatique. Ces 
nouveaux composes sont utiles dans le traitement des cancers et agissent 
en particulier en tant qu'agents inhibiteurs de la t6lom6rase. lis sont 
particulierement utiles pour stabiliser PADN en structure G-quadruplexe 
(tirades de guanines). L'application th6rapeutique de Inhibition de la 

15 t§lom6rase via la stabilisation de ces G-quadruplexes est I'arret de la mitose 
cellulaire et la mort des cellules k division rapide telles que les cellules 
canc6reuses et 6ventuellement Pinduction de la senescence des cellules 
cancSreuses. 

Les composes de la presente invention prdsentent Pavantage du 
20 point de vue th6rapeutique de bloquer la telomerase. Du point de vue 
biologique, la telom&rase permet I'ajout de sequences d'ADN r6petees du 
type T T A G G G, dites sequences telom6riques, k Pextremite du telomere, 
lors de la division cellulaire. Par cette action la t6lom6rase rend la cellule 
immortelle. En effet, en Pabsence de cette activite enzymatique, la cellule 
25 perd a chaque division 100 k 150 bases, ce qui la rend rapidement 
senescente. Lors de ('apparition de cellules cancereuses a division rapide, il 
est apparu que ces cellules presentment des telomeres maintenus a une 
longueur stable au cours de la division cellulaire. Dans ces cellules 
cancereuses il est apparu que la t6lom6rase etait fortement activde et qu'elle 
30 permettait ('addition de motifs r^petes de sequences telom§riques k la fin du 
telomere et permettait done la conservation de la longueur du telomere dans 
les cellules canc6reuses. II est apparu depuis quelques temps que plus de 
85 % des cellules cancereuses presentment des tests positifs a la presence 
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de t6lom§rase alors que les cellules somatiques ne pr6sentent pas cette 
caracteristique. 

Ainsi la t£lom6rase est une cible tres convoitee pour traiter les 
cellules canc6reuses. La premiere approche 6vidente pour bloquer la 
5 telomerase a 6t§ ('utilisation de structures nucteotidiques (Chen et al. v Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 93(7), 2635-2639). Parmi les composes non 
nucteotidiques qui ont ete utilises dans Tart ant6rieur on peut citer les 
diaminoanthraquinones (Sun et al. J. Med. Chem. 40(14), 2113-6) ou les 
diethyloxadicarbocyanines (Wheelhouse R. T. Et al. J. Am. Chem. Soc. 
10 1998(120)3261-2). 

Le brevet WO 99/40087 d6crit I'utilisation de composes qui 
interagissent avec les structures G-quadruplexes qui sont des composes 
pSrylfenes et des carbocyanines contenant au moins sept cycles dont deux 
h6t6rocycles. 

15 II est apparu de fagon tout-a-fait surprenante que des structures 

simples permettaient d'obtenir un resultat au moins Equivalent avec des 
structures beaucoup moins compliqu6es du point de vue chimique. Les 
composes de la pr6sente invention qui r6pondent a I'objectif vise c'est-&-dire 
qui fixent la structure G-quadruplex et par ce fait pr6sentent une activity 

20 inhibitrice des t6lom6rases repondent a la formule generate suivante : 

cycle aromatique azot6 - NR, - r6partiteur-NR' 3 - chaTne hydrocarbonde non 
aromatique 

dans laquelle 

• le cycle aromatique azot6, repr6sente : 

25 o une quinoleine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents representent I'hydrogene ou un radical 
alkyleenC1-C4ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est d6fini comme 
30 prec6demment 

o une quinoleine poss6dant un atome d'azote sous forme 
quatemaire ou 
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o une benzamidine ou 
o une pyridine 

• R3 et R'3, identiques ou differents, representent 
independamment I'un de I'autre Phydrogfene ou un radical alkyle 

5 enC1-C4 

• le repartiteur repr6sente : 

0 un groupe triazine eventuellement substitu6 par un 
radical alkyle ayant 1 a 4 atomes de carbone, un radical 
thio, oxy ou amino eux m£mes Eventuellement substitues 
10 par une ou plusieurs chaines alkyle & chaine courte 

contenant 1 k 4 atomes de carbone ou encore un atome 
d'halogene ou 

0 un groupe carbonyle ou 

0 un groupe C(=NH)-NH-C(=NH) ou 

15 ;> * 0 un groupe alkylediyle contenant 3 k 7 atomes de carbone 

ou 

0 un groupe diazine Eventuellement substituE par les 
memes groupes que la triazine 

6u un de ses sels. 

20 On entend au sens de la formule ci-dessus par chafne 

hydrocarbonEe non aromatique une chame alkyle (C1-C4), alkEnyle (C2-C4), 
linEaire ou ramifiEe, cycloalkyle (C3-C18), cycloalkEnyle (C3-C18), 
hEtErocycloalkyle (C3-C18). Le groupe hEtErocycloalkyle inclut 
Eventuellement Patome d'azote. 

25 II est Evidemment entendu que la chaine hydrocarbonEe non 

aromatique peut etre Eventuellement substitute par un ou plusieurs atomes 
ou radicaux choisis parmi les atomes d'halogene, les radicaux hydroxy, aryle, 
hEtEroaryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, amino, alkylamino et/ou 
arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, guanidino, 

30 alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle, alkyloxycarbonyle ou 
aryloxycarbonyle, aminocarbonyle, alkylaminocarbonyle et/ou 
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arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, 
cyano et trifluorom§thyle. 

Les chaines alkyle des substituants eventuels de la chaine 
hydrocarbon§e contiennent de pr§f§rence 1 a 4 atomes de carbone et les 



contiennent de pr6f6rence 5 & 18 atomes de carbone. 

On prefere parmi I'ensemble des composes ci-dessus inclus utiliser 
ceux (important comme r6partiteur un groupe triazine ou diazine. Parmi les 
groupes diazines on prefere utiliser les pyrimidines ou les quinazolines. 
1 0 Parmi les chatnes hydrocarbon^ on prefere les chaines alkyle contenant 2 a 
3 atomes de carbone, les chaines h6t§rocycloalkyles ou cycloalkyles 
contenant 4^7 atomes de carbone. 

Parmi les triazines on prefere les composes repondant a la formule 
(I) ci-dessous : 



5 groupes aryles des substituants eventuels de la chaine hydrocarbonee 



15 




Ar, 



dans laquelle : 
- A reprdsente 



20 



• un groupe amino de formule NR1 R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents represented I'hydrogene ou un groupe 
alkyle droit ou ramifte contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 



• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 a la m§me 
signification que pr6cedemment ou 



• un groupe alkyle contenant 1 k 4 atomes de carbone ou 
ou un groupe trifluorom6thyle ou 



25 



• un atome d'hydrogfcne ou 

• un atome d'halog&ne choisi parmi le fluor, le chlore, le 



brome ou I'iode 
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5 

- R3 et R*3, identiques ou differents, reprtsentent ind§pendamment 
Tun de Pautre Phydrogdne ou un radical alkyle en C1-C4. 

- Ar, reprtsente : 

• le cycle aromatique azote, represente : 

o une quinolgine tventuellement substitute par au moins 

o un groupe IM(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents represented I'hydroggne ou un radical 
alkyle en C1-C4ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est dtfini comme 
precedemment 

o une quinoteine possSdant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine attachte en position -4 ou fusionnee avec 
un groupe aryle ou h6t6roaryle 6ventuellement substitute par 
un groupe alkyle en C1-C4 

- alk reprtsente 

o un motif alkyle contenant 2 & 3 atomes de carbone 
lineaire ou ramifie substitue par un radical amino, alkylamino 
et/ou arylamino, dialkylamino ou diarylamino 

o un motif alktnyle contenant 2 & 3 atomes de carbone, 
substitut par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino ou diarylamino 

o un motif h6t6rocyclyle contenant de 4 k 7 atomes de 
carbone 

ou un de ses sets. 

II est Evident que les motifs quinol&nes peuvent §tre substitues par 
tout autre groupe n'intervenant pas dans Implication vis6e, ainsi des 
groupes acridines ou isoquinoltines ou quinazolines ou quinoxalines ou 
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6 

phtalazines ou benzothiazines ou benzoxazines ou phenoxazines ou 
phenothiazines sont inclus dans la definition des groupes quinoleines. 

On pr§fere parmi les composes de formule (I) ci-dessus ceux qui 
comportent un h6t§rocycle choisi parmi les groupes 4-aminoquinolyl, 4-alkyl- 
5 ou 4-dialkylamino-quinolyI, 4-aminoquinolinium ou quinolinium dont le noyau 
quinolinium est 6ventuellement substitu6 par un groupe methyle. 

En ce qui concerne les groupes A, ils represented de pr6f§rence le 
radical m§thylthio, amino, alkylamino ou dialkylamino radicaux dans lesquels 
les groupes alkyle poss&dent 1 a 4 atomes de carbone. 

10 En ce qui concerne la chaine hydrocarbon£e non aromatique, elle 

represente de preference une chaine 2-(dialkylamino)6thyl, 
3-(dialkylamino)propyl, 2-(N-alkyl-N-arylamino)6thyl ou 3-(IM-alkyl-N- 
arylamino)propyl dans lesquels les groupes alkyle contiennent de preference 
1 a 4 atomes de carbone, encore plus preferentiellement 1 k 2 atomes de 

15 carbone et les groupes aryle contiennent de preference 5 & 18 atomes de 
carbone, encore plus preferentiellement 6 atomes de carbone. 

Un autre objet de la pr£sente invention concerne les composes de 
formule (I) en tant que produrts chlmiques nouveaux. II concerne done les 
produits nouveaux r6pondant d la formule (I) suivante : 



20 

dans laquelle : 
- A repr§sente 

• un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents repr6sentent un groupe alkyle droit ou 

25 ramifie contenant 1 k 4 atomes de carbone ou 

• un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 repr§sente 
l'hydrog6ne ou a la meme signification que pr§cedemment ou 
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• un groupe alkyle contenant 1 k 4 atomes de carbone ou 
un groupe trifluoromethyle ou 

• un atome d'hydrogdne ou 

• un atome d'halogfcne choisi parmi le fluor, le chlore, le 
5 brome ou I'iode 

- R3 et R' a , identiques ou differents, representent indtpendamment Tun 
de I'autre un atome d'hydrogtne ou un groupe alkyle en C1 -C4 

- Ar, reprtsente : 

• le cycle aromatique azote, reprtsente : 

10 o une quinoltine 6ventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents representent I'hydrogene ou un radical 
alkyle en C1-C4ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
15 pr§c6demment 

o une quinoltine poss6dant un atome d'azote sous forme 
quatemaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en position -4 ou fusionn6e avec 
20 un groupe aryle ou h6t6roaryle eventuellement substitute par 

un groupe alkyle en C1 -C4 

- alk reprtsente 

o un motif alkyle contenant 2 k 3 atomes de carbone 
lintaire ou ramifit substitue par un radical amino, alkylamino et/ou 
25 arylamino, dialkylamino, ou diarylamino 

o un motif alktnyle contenant 2^3 atomes de carbone, 
substitut par un radical amino, alkylamino et/ou arylamino, 
dialkylamino ou diarylamino 

o un motif htttrocyclyle contenant de 5 k 7 atomes de 
30 carbone 
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ou un de ses sels. 

Les composes de formule (I) qui sont preferes sont ceux pour 
lesquels Ar, represente un groupe choisi parmi les motifs suivants : 4-aminp- 
ou 4-methylamino- ou 4-dimethylamino-quinolyl ou quinolynium dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un groupe methyle. 

Les composes de formule generate (I) qui sont preferes sont ceux 
pour lesquels A represente un groupe amino ou dimethylamino ou plus 
preferentiellement methylthio. 

Les composes de formule generate (I) qui sont preferes sont ceux 
pour lesquels la chaTne hydrocarbonee non aromatique represente une 
chaine 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl, 2-(N-alkyl-N- 
arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les groupes 
alkyle contiennent 1 a 4 atomes de rarbone, notamment 1 a 2 atomes de 
carbone et les groupes aryle contiennent 5 a 18 atomes. de carbone, 
notamment 6 atomes de carbone. 

On prefere tout particulierement les composes de formule generate 
(I) pour lesquels la chaine hydrocarbonee non aromatique represente une 
chaTne 2-(N-alkyl-N-arylamino)6thyl telle que la chaine 2-(N-m.tolyl-N-ethyl- 
amino)ethyl 

Un autre objet de la presehte invention conceme I'utilisation des 
composes de la formule (I) comme produit pharmaceutique a usage humain. 
Les proc6d6s de pr6paration des composes de formule (I) 

X 

II /Alk 
1 NR3 N NR 3 {|) 

sontdecritsci-apr§s. 

Dans le cas oD Ar,et Alk sont presents, la triazine de formule generate 

(A) peut §tre obtenue par deplacement sequentiel des atomes d'halogene, 
tres generatement des atomes de chlore, des produits de formule generate 

(B) par les amines Ar, puis Alk de formule generate (C) selon le 
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schema 1 : 
R 



X N X Ro NRg N > 



X = CI(ouFouBroul) 

(B) (C) (D) 



Alk — NH (C) 
I 

R" 3 



Ar lN 



NR3 N NR' 3 
(A) 



Schema 1 



Generalement on opere avec 1 mole de dihalog§no-s-triazine, ou 
5 trihalogeno-s-triazine, et 1 mole d'amine Ar r . On pr§fere op6rer dans un 
solvant inerte tel que Tacetone 6ventuellement aqueux ou un alcool 
eventuellement aqueux, comme I'&hanol, ou un solvant halog6n6, tel que le 
dichlorom&hane, ou un 6ther tel que I'oxyde de di§thyle ou le dioxane, ou un 
solvant aprotique polaire tel que le DMF le DMSO ou la NMP. Selon une 
10 meilleure manidre de mettre en oeuvre Pinventlon on op£re a une 
temperature comprise entre 20°C et 50°C. Ensuite on ajoute 1 mole d'amine 
Alkau produit de formule g§n6rale (D), qui peut §tre §ventuellement isole. On 
opdre notamment & une temperature comprise entre 50°C et le reflux. 

Avantageusement, on peut op6rer dans les conditions d6crites dans 
15 J. Fluor. Chem., 1988, 39(1), 117-123. 

M6thode q6nerale 2 

Selon une seconde m6thode les produits de formule g§n6rale (A) 
dans lesquels Ar sont d6finis tels que pr£c£demment et R reprSsente un 
groupe NR1R2 ou OR1 ou SR1 peuvent etre 6galement pr6par§s par 
20 deplacement nucl§ophile d'un atome d'halogdne, g6n6ralement un atome de 
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chlore, d'un produit de formula generate (A) dans lequel R represente un 
atome d'halogene selon le schema 2 : 

-i- g 1 i- ^ 

I Alk ^ M 

Alk 

NR 3 ^T "NR' 3 



I .Alk ~ N^N 

' NH3 N^NR' 3 *lNyAA^ 



(A) (A) 
R = CI (ou F ou Br ou I) R= NR^ ou ou SRj 

Schema 2 

5 On opere g6n6ralement en condensant 1 mole de produit de formule 

generate (A) dans lequel R represente un atome d'halogene, 
pref6rentiellement un atome de chlore, avec 1 mole d'amine R1 R2NH ou 
d'alcoolate R10" ou de thioalcoolate R1S. La reaction a lieu en milieu inerte 
dans les conditions de la reaction. On peut citer parmi les solvants inertes 

10 Tacetone 6ventuellement aqueux ou un alcool eventuellement aqueux 
comme I'ethanol, ou un solvant halogene tel que le dichioromethane, ou un 
6ther tel que Toxyde de diethyle ou le dioxane, ou un solvant aprotique 
polaire tel que le DMF le DMSO ou la NMP. Lorsque le groupe entrant 
represente un groupe R1 R2NH, on op6re de preference k une temperature 

15 comprise entre 20°C et le reflux, en presence notamment d'une base 
organique, telle que la triethylamine, ou minerale, telle que la soude ou le 
carbonate de sodium ou de potassium. II est egalement possible de ne pas 
utiliser de base lors de la reaction domination, et d'isoler un chlorhydrate du 
produit de formule generate (A), dont la base peut ensuite dtre liberie. 

20 Lorsque le groupe entrant represente un groupe R10* ou R1S" on opere 
preferentiellement avec un alcoolate ou un thioalcoolate alcalin ou 
alcalinoterreux, tel qu'un sel de sodium ou de potassium ou de lithium ou 
d'ammonium ou de c6sium ou de baryum, dans un solvant aprotique polaire 
tel que le DMF ou le DMSO ou la NMP, & une temperature comprise entre 

25 50°C et le reflux. 
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MSthode g£n6rale 3 

Selon un troisieme procSde de preparation les composes pour 
lesquels R repr6sente un atome d'hydrogdne ou un groupe alkyle, droit ou 
ramifi6 contenant de 1 & 4 atomes de carbone, peuvent egalement §tre 
5 pr6par6s par condensation d'un bisguanide de formule generate (E), avec un 
d§riv6 d'acide, pr6f§rentiellement un chlorure d'acide ou un ester de m6thyle 
de formule g6n§rale (F) selon le schema 3 : 




(E) (F) (A) 

Schema 3 



10 La condensation entre le bisguanide de formule generate (E) et le 

d§riv§ d'acide de formule generate (F) est effectu6e generalement dans un 
alcool comme le methanol ou I'ethanol. On prefere operer d une temperature 
comprise entre 0°C et la temperature de reflux. 

Les bisguanides de formule generate (E) sym§triques ou 
15 dissym6triques peuvent etre obtenus en operant dans les conditions decrites 
dans la littdrature et en particulier selon le brevet J.P. 94-4993. 

Mfthode g6n6rale 4 

II est entendu que les s-triazines de formule g6n6rale peuvent etre 
obtenues sous forme de librairies, en appliquant les methodes decrites dans 

20 les sch6mas 1 , 2, 3, 4 ou 5 en chimie parallele et/ou combinatoire en phase 
liquide ou en phase solide, £tant entendu que, lorsqu'on travaille en phase 
solide, Tun quelconque des r§actifs est prealablement fixe sur un support 
solide, choisi en fonction de la faction chimique mise en jeu, et que ladite 
reaction chimique est suivie d'une operation de clivage du produit de la 

25 reaction du support solide. 
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La presente invention concerne aussi les compositions 
thtrapeutiques contenant un compose selon I'invention, en association avec 
un support pharmaceutiquement acceptable selon le mode d'administration 
choisi. La composition pharmaceutique peut se presenter sous forme solide, 
5 liquide ou de liposomes. 

Parmi les compositions solides on peut citer les poudres, les gelules, 
les comprimes. Parmi les formes orales on peut aussi inclure les formes 
solides protegees vis-ci-vis du milieu acide de I'estomac. Les supports utilises 
pour les formes solides sont constitu6s notamment de supports mintraux 

10 comme les phosphates, les carbonates ou de supports organiques comme le 
lactose, les celluloses, I'amidon ou les polymdres. Les formes liquides sont 
constitutes de solutions de suspensions ou de dispersions. Elles contiennent 
comme support dispersif soit I'eau, soit un solvant organique (6thanol, NMP 
ou autres) ou de melanges d'agents tensioactifs et de solvants ou d'agents 

15 complexants et de solvants. 

La dose administree des composes de I'invention sera adaptte par le 
praticien en fonction de la voie d'administration du patient et de l'6tat de ce 
dernier. 

Les composts de la prtsente invention peuvent etre administres 
20 seuls ou en m§lange avec d'autres anticanctreux. Parmi les associations 
possibles on peut citer 

• les agents alkylants et notamment le cyclophosphamide, 
le melphalan, Tifosfamide, le chlorambucil, le busulfan, le thiotepa, 
la prednimustine, la carmustine, la lomustine, la semustine, la 

25 steptozotocine, la decarbazine, la temozolomide, la procarbazine et 

Phexamethylmtlamine 

• les d6riv6s du platine comme notamment le cisplatine, le 
carboplatine ou Toxaliplatine 

• les agents antibiotiques comme notamment la 
. 30 bltomycine, la mitomycine, la dactinomycine, 

• les agents antimicrotubules comme notamment la 
vinblastine, la vincristine, la vindesine, la vinorelbine, les taxoides 
(paclitaxel et doc&axel) 
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• les anthracyclines comme notamment la doxorubicins la 
daunorubicine, Pidarubicine, P6pirubicine, la mitoxantrone, la 
losoxantrone 

• les topoisomerases des groupes I et II telles.que 
5 PStoposide, le teniposide, Pamsacrine, Pirinotecan, le topotecan et le 

tomudex, 

• les fluoropyrimidines telles que le 5-fluorouracile, TUFT, 
la floxuridine, 

• les analogues de cytidine telles que la 5-azacytidine, la 
1 0 cytarabine, la gemcitabine, la 6-mercaptomurine, la 6-thioguanine 

• les analogues d'adenosine telles que la pentostatine, la 
cytarabine ou le phosphate de fiudarabine 

• le methotrexate et Pacide folinique 

• les enzymes et composes divers tels que la 
15 L-asparaginase, Thydroxyur§e, Pacide trans-retinoique, la suramine, 

la dexrazoxane, Pamifostine, Pherceptin ainsi que les hormones 
oetroggniques, androg6niques. 

II est Sgalement possible d'associer aux composes de la pr6sente 
invention un traitement par les radiations. Ces traitements peuvent §tre 
20 administr6s simultan6ment, s6par6ment, s§quentiellement. Le traitement 
sera adapts au malade & trailer par le praticien. 

L'activite de stabilisation des G-quadruplexes peut etre determin§e 
par une m&hode utilisant la formation d'un complexe avec la fluoresceine 
dont le protocole experimental est d§crft ci-apres. 

25 Oligonucleotides 

Tous les olignucleotides, modifi6s ou non, ont ete synth6tis6s par 
Eurogentec SA, Seraing, Belgique. L'oligoncteotide FAM + DABCYL porte la 
r§f6rence catalogue, OL-0371-0802. II poss&Je la sequence: 
GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG correspondant a 3.5 repetitions du motif 
30 telomerique humain (brin riche en G). La fluor6sceine est attache & 
Pextr6mit6 5', le DABCYL a Pextr6mit§ 3', par les bras chimiques decrit par 
Eurogentec. La concentration des 6chantillons est verifi6e par 
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spectrophotom6trie, en enregistrant le spectre d'absorbance entre 220 et 
700 nm et en utilisant le coefficient d'extinction molaire fourni par le 
fournisseur. 

Tampons 

5 Toutes les experiences ont 6t6 r6alis6es dans un tampon cacodylate 

de sodium 10 mM pH 7.6 contenant 0.1 M de Chlorure de Lithium (ou de 
Chlorure de Sodium). L'absence de contamination fluorescente dans le 
tampon a et§ prealablement verifi§e. ^oligonucleotide fluorescent est ajoute 
a la concentration finale de 0.2 pM. 

10 Etude de Fluorescence 

Toutes les mesures de fluorescence ont ete effectuees sur un 
appareil Spex Fluorolog DM1 B, en utilisant urie largeur de raie d'excitation de 
1.8 nm et une largeur de raie d'emission de 4.5 nm. Les echantillons sont 
places dans une cuvette en quartz micro de 0.2 x 1 cm. La temperature de 

15 Pechantillon est contr6l6e par un bain-marie exterieur. L'oligonucieotide seul 
a ete analyst k 20, 30, 40, 50, 60, 70 et 80°C. Les spectres Remission sont 
enregistr§s en utilisant une longueur d'onde d'excitation de 470 nm. Les 
spectres d'excitation sont enregistr6s en utilisant soit 515 nm soit 588 nm 
comme longueur d'onde demission. Les spectres sont corriges de la rgponse 

20 de I'instrument par des courbes de reference. Une extinction importante (80- 
90 %} de la fluorescence de la fluoresceine k temperature ambiante est 
observ6e, en accord avec un repli intramoieculaire de 1'oligonucieotide k 
20°C sous forme d'un G-quadruplex, ce qui induit une juxtaposition de ses 
extremit6s 5' et 3 1 , respectivement li§es a la fluoresceine et au DABCYL. 

25 Cette juxtaposition entraTne un ph§nom£ne deja d^crit d'extinction de 
fluorescence, utilise pour les "Molecular Beacons". 

Tm en fluorescence : 

Une solution stock ^oligonucleotide a la concentration en brin de 
0.2 pM dans un tampon 0.1 M LiCI 10 mM cacodylate pH 7.6 est 
30 prealablement pr6paree, chauff6e brievement k 90°C et refroidie lentement k 
20°C, puis distribu6e par aliquots de 600 pi dans les cuves de fluorescence. 
3 pi d'eau (pour le contrdle) ou 3 pi du produit a tester (stock a 200 pM, 
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concentration finale 1 pM) sont alors ajoutes et melanges. Les 6chantillons 
sont alors Iaiss6s k incuber pendant au moins 1 heure k 2Q°C avant chaque 
mesure. ^utilisation de temps d'incubation plus longs Qusqu'a 24 heures) n'a 
pas d'influence sur le resultat obtenu. 

5 Chaque experience ne permet que la ! mesure tfun seul echantillon. 

Celui-ci est d'abord incube k une temperature initiate de 20°C, porte k 80°C 
en 38 minutes, Iaiss6 5 minutes a 80°C S puis refroidi a 20°C en 62 minutes. 
Durant ce temps, la fluorescence est mesur6e simultan6ment k deux 
longueurs d'onde d'emission (515 nm et 588 nm) en utilisant 470 nm comme 

10 longueur d'onde d'excitation. Une mesure est effectuee toutes les 
30 secondes. La temperature du bain-marie est enregistr6e en paralldle, et le 
profit de fluorescence en fonction de la temperature est reconstitue k partir 
de ces valeurs. Les profits de fluorescence sont ensuite normalises entre 
20°C et 80°C, et la temperature pour laquelle Tintensite d'emission a 515 nm 

15 est la moyenne de celles k haute et basse temperature est appel6e Tm. 
Dans ces conditions; le Tm de rechantillon de reference sans addition de 
produit est de 44°C dans un tampon Chlorure de Lithium. Cette temperature 
est portee k plus de 55°C dans un tampon Chlorure de Sodium. Uaddition 
d'un compose stabilisant le G-quadruplex induit une augmentation du Tm. 

20 Cette augmentation est jugee significative si elle est sup6rieure k 3°. 

Uactivite biologique antiteiomerase est determin6e par le protocole 
experimental suivant : 

Preparation de Pextrait enrichi en activite teiom6rase humaine 

La lignee de Ieuc6mie HL60 est obtenue auprfes de TATCC 
25 (Americam Type Culture Collection, Rockville USA). Les cellules sont 
cultivees en suspension dans du milieu RPM1 1640 contenant, L-Glutamine k 
2 mM, Penicilline 200 U/ml, streptomycine 200 pg/ml, gentamycine 50 pg/ml 
et additionne de 1 0 % de serum fcetal de veau inactive par la chaleur. 

Une aliquote de 10 5 cellules est centrifugee k 3000xG et le 
30 surnageant ecarte. Le culot de cellules est resuspendu par plusieurs 
pipettages successifs dans 200 \j\ de tampon de lyse contenant CHAPS 
0.5 %, Tris-HCI pH 7,5 10 mM, MgCI 2 1mM, EGTA 1 mM, p-mercaptoethanol 
5 mM, PMSF 0.1 mM et glycerol 10 % et est conserve dans la glace pendant 
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10 
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20 



25 



30 minutes. Le lysat est centrifuge a 16 OOOOxG pendant 20 minutes a 4°C et 
160 ul du sumageant est recuperet Le dosage des proteines de I'extrait est 
effectue par la methode de Bradford. L'extrait est conserve a -80°C. 

Dosage de I'activite telomerase 

^inhibition de I'activite telomerase est determinee par un protocole 
d'extension de ("oligonucleotide TS ( r AATCGTTCG AGCAG AGTT*) , en 
presence d'un extrait cellulaire enrichi en activite telomerase et des 
composes qui sont ajoutes a differentes concentrations (10, 1, 0.1 et 
0,01 ug/ml). La reaction d'extension est suivie d'une amplification PCR des 
produits d'extension a I'aide des oligonucleotides TS et CXext 
fGTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA*). 

Le milieu reactionnel est prepare selon la composition suivante : 



TrisHCI pH 8,3 

MgCI2 

Tween 20 

EGTA 

dATP 

dGTP 

dCTP 

dTTP 

Oligonucleotide TS 
Oligonucleotide CXext 
Serum Albumine bovine 
Taq DNA polymerase 



20 mM 
1,5 mM 
0,005 % (PA/) 

1 mM 
50 uM 
50 uM 
50 uM 
50 mM 

2 ug/ml 
2 ug/ml 
0,1 mg/ml 



1 U/ml 

alpha 32PdCTP (3000 Ci/mmole) 0.5 pi 
Extrait telomerase 200 ng sous un volume de 1 0 pi 

Produit a tester ou solvant sous un volume de 5 ul 
Eau bi-distillee QS 50 ul 
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Les oligonucleotides sont obtenus aupres d'Eurogentec (Belgique) et 
sont conserves k -20°C k une concentration stock de 1 mg/ml dans de Peau 
distiltee. 

Les §chantillons rSactionnels sont assembles dans des tubes k PCR 
5 de 0.2 ml et une goutte d'huile de paraffine est deposee sur chacune des 
reactions de ('experience avant la fermeture des tubes. 

Les 6chantillons r6actionnels sont ensuite incubus dans un appareil k 
PCR de type Cetus 4800 selon les conditions de temp6ratures suivantes : 

15 minutes h30°C, 
10 1 minute &90°C, 

suivis de 30 cycles de, 

30 secondes a 94°C, 

30 secondes k 50°C, 

et 1 minute 30 secondes & 72°C, 
15 suivis d'un cycle final de 2 minutes k 72°C. 

Pour chacun des 6chantillons, une aliquote de 10 pi est pipettee sous 
la couche d'huile et m6lang§e avec 5 pi d'un tampon de d§pot contenant : 

TBE 3X 

glycerol 32%(P/V) 

20 Bleu de bromophenol 0.03% 

Xylene cyanol 0.03% 

Les §chantillons sont ensuite analyses par electrophordse en gel 
d'acrylamide 12 % dans un tampon TBE 1X pendant 1 heure sous une 
tension de 200 volts, a Paide d'un systeme d'electrophorese Novex. 

25 Les gels d'acrylamides sont ensuite seches sur une feuille de papier 

whatmann 3MM k 80°C pendant 1 heure. 

L'analyse et la quantification des produits de la reaction sont 
effectu6es k Paide d'un appareil Instantlmager (Pacard). 
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Pour chaque concentration de compose testee, les r6sultats sont 
exprim6s en pourcentage ^inhibition de la reaction et calculus k partir du 
contrdle enzymatique non traite et de I'echantillon sans enzyme (blanc) selon 
la formule suivante : 

5 (Valeur Compose - valeur blanc/ Valeur contrdle enzymatique - 

valeur blanc) x 100. 

La concentration de compose induisant une inhibition de 50 % de la 
reaction t6lom6rase (IC50) est d6termin6e k Paide d'une representation 
graphique semi logarithmique des vaieurs d'inhibition obtenues en fonction 
1 0 de chacune des concentrations de compose testee. 

On considdre qu'un compose est actif en tant qu'agent 
antitelomerase lorsque la quantity inhibant 50 % de la reaction telom6rase 
est notamment inferieure & 5 pM. 

L'activite bioloaique cytotoxique sur des liqnees de tumeur humaines 
15 est determinee selon le protocole experimental suivant : 

Les Iign6es de cellules humaines KB et A549 sont originaires de 
PATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville USA). Les cellules 
A549 sont cultivdes en couche en flacon de culture dans du milieu RPMI 
1640, L-Glutamine a 2 mM, Penicilline 200 U/ml, streptomycine 200 pg/ml et 
20 additionn6 de 10 % de s6rum foetal de veau inactive par la chaleur. Les 
cellules KB sont cultivees en couche en flacon de culture dans du milieu de 
Dulbelco's contenant, L-Glutamine a 2 mM, Penicilline 200 U/ml, 
streptomycine 200 pg/ml et additionn6 de 10 % de s6rum foetal de veau 
inactive par la chaleur. 

25 Les cellules en phase exponentielles de croissances sont trypsinees, 

lavees dans du PBS 1X et sont ensemencees en microplaques 96 puits 
(Costar) a raison de 4x1 0 4 cellules/ml pour A549 et de 1,5x10 4 cellules/ml 
(0.2 ml/puit) puis incub6es pendant 96 heures en presence de concentrations 
variables de produit k etudier (10, 1, 0.1 et 0.01 pg/ml, chaque point en 

30 quadruplicata). 16 heures avant la fin de rincubation, 0.02 % final de rouge 
neutre est ajoute dans chaque puits. A la fin de rincubation, les cellules sont 
lavees par du PBS 1X et lysees par 1 % de lauryl sulfate de sodium, 
^incorporation cellulaire du colorant, qui reflete la croissance cellulaire, est 
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6valu6e par spectrophotom6trie k une longueur d'onde de 540 nm pour 
chaque §chantillon k I'aide d'un appareil de lecture Dynatech MR5000. 

Pour chaque concentration de compose teste, les r^sultats sont 
exprim§s en pourcentage d'inhibition de croissance cellulaire et calcules k 
5 partir du controle non trait6 et du milieu de culture sans cellules (blanc) selon 
la formule suivante : 

(Valeur ComposS - valeur blanc/ Valeur contrdle cellules - valeur 
blanc) x 100. 

La concentration de compost induisant une inhibition de 50 % de la 
10 croissance (IC50) est d6termin6e a I'aide d'une representation graphique 
semi logarithmique des valeurs d'inhibition obtenues en fonction de chacune 
des concentrations de compose testae. 

On considfere qu'un compose est actif comme agent cytotoxique si la 
concentration inhibitrice de 50 % de la croissance des cellules tumorales 
1 5 test6es est notamment inf§rieure k 1 0 jjM. 

Les exemples suivants et non limitatifs sont donnes pour illustrer 
Tinvention. 

Exemple 1 : Synthase en paralieie de d6riv6s substitu6s de N6-[6-amino-4- 
methylsulfanyl-[1 ASltriazin^-yl^-methyl-quinoline^.e- 
20 diamine 




Preparation de la N6-f6-chloro-4-methylsulfanyK1 .3.5]triazin-2-yl)-2-m6thyl- 
quinoline-4,6-diamine 



Dans un tricol de 1 litre, k une solution de 5 g (25 mmoles) de 2,6-dichloro-6- 
25 methylsulfanyl-[1,3,5]triazine, qui peut etre pr6par6e selon J. Amer. Chem. 
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Soc., 1945, 67, 662, dans 400 ml de t&rahydrofurane, on ajoute 
successivement 4,4 g (25 mmoles) de 2-m§thyl-quinoline-4,6-diamine, qui 
peut §tre pr6paree selon J. Med. Chem. 1992, 35, 252, et 2,8 g (25 mmoles) 
de carbonate de sodium. Le melange r6actionnel est chauffe k reflux 
5 pendant 16 heures. Apres Evaporation du t&rahydrofurane, le r6sidu est 
repris par 400 ml d'un melange d'eau et de dichorom6thane (50-50 en 
volumes). La phase organique est decaritee, sechSe sur sulfate de sodium et 
concentre k sec sous pression r§duite. On obtient alors 7,5 g (88 %) de N6- 
(6<hloro^m6thylsulfanyl-triazin-2-yl)-2-m6thyl-quinoline-4,6-diamine, sous 
1 0 forme d'un solide jaune p3le dont les caracteristiques sont les suivantes : 

- point de fusion = 294°C 

- spectre de RMN 1 H (300 MHz, (CD^SO d6, 8 en ppm) : 2,43 (s : 3H) ; 2,52 
(s : 3H) ; 6,47 (s : 1H) ; 6,61 (mf : 2H) ; 7,62 (d large, J = 9 Hz : 1H) ; 7,69 (d, 
J = 9 Hz : 1H) ; 8,32 (mf : 1H) ; 10,80 (mf : 1H). 

15 Svnthese en parallele de N6-f6-(2'dimethylamino-6thylamino)-4-m6thyl- 
sulfanyl-[1 ^.Sjtriazin^-yll^-methvl-quinoline^.e-diamine (exemple 1-1) 

Dans un reacteur magn6tique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en paralldle munis chacun d'un tube en 
verre de 50 ml, on introduit 50 mg (0,15 mmole) de N6-(6-amino-4- 

20 m6thylsulfanyl-[1 ,3,5]triazin-2-yl)-2-m6thylquinoline-4,6-diamine. Dans le 
premier tube (exemple 1-1), on ajoute successivement 5 ml de dioxane, 
16 mg (0.15 mmole) de carbonate de sodium, 23 mg (0,15 mmole) d'iodure 
de sodium et 27 mg (0,3 mmole) de 2-dim6thylamino-6thylamine. Le milieu 
rSactionnel est chauff§ au reflux sous argon pendant 24 heures. Aprfcs 

25 refroidissement, le contenu du tube est 6vapor6 sous pression reduite, repris 
par 5 ml d'eau et 5 ml d'ac&ate d'&hyle et filtre. La phase organique est 
dScantee, s6ch§e et concentr6e sous pression reduite. Le produit brut 
obtenu est alors purifi6 par LC/MS en utilisant une colonne de silice C18 
Waters Xterra 3.5 pM, de diamdtre 3 mm et de longueur 50 mm, en Sluant 

30 par un gradient lingaire dilution constitue au temps initial (^ = 0 mn) par de 
I'eau contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique et au temps final (t, = 4 mn) 
par de rac6tonitrile contenant 0,05 %d'acide trifluoroacetique. On obtient 
ainsi, aprfcs purification, 58 mg de trifluoroacetate de N6-[(6-(m6thyl-quinolin- 
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6-yl-amino)-4-m6thylthio-tria^ dont les 

caract6ristiques sont les suivantes : 

- spectre de masse (DAD-TIC) = 454 (MH + ) 

- temps de retention = 2,69 mn (les temps de retention sont obtenus sur 
5 Colonne hypersil C18 5 ]jm 50 mm diam£tre 4.6 mm marque Purity Elite en 

6luant avec un melange de solvants A (H20/TFA 0.05 %) et B (ACN/TFA 
0.05 %) avec un gradiant lineaire allant de 95 % A/5 % B (t = 0 mn) a 10 % 
A/90 % B k t= 3,5 mn puis palier 2 mn). 

Les exemples 1-1 k 1-26 ont §t§ obtenus en operant comme ci-dessus dans 
10 un r6acteur Zymark STEM RS2050. Les structures, les diverses conditions 
op6ratoires utilises et les caracteristiques des exemples 1-1 k 1-26 sont 
r6sum6es dans le tableau ci-dessous : 



Exemple 


, Structure 


Conditions reactionnelles 


Caracteristiques 




AlkN(R'3- 


Solvant 


Chauffage 


Nbre de 
mmoles 
cf amine 


Masse 
MKT 


Temps 

de 
R6tention 
(mn) 


M 


I 


dtoxane 


17h7100° 


0,3 


384 


2,69 


1-2 




dnxane 


17hV100° 


0.3 


410 


2,91 


1-3 


ho ""C3^ nh * -— 

rac6mique trans 


cBoxane 


17hyi00° 


0,15 


411 


2,86 


1-4 


3-RS 


dioxane 


3J7100 0 


0,45 


422 


2,85 


1-5 


2-S 


dioxane 


17K/100 0 


0,15 


396 


2,84 
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1-6 


-8— 

2-RS 


cfioxane 


17hi100° 


0,15 


424 


2.79 


1-7 


rac£mique trans 


cfioxane 


17h/100» 


0,15 


410 


2.72 


1-8 


HjN N — ' NH — 


dtoxane 


2J7100P 


0,3 


452 


2,81 


1-9 


h, (V-\ 


dioxanelO 

mVDMFI 

% 


24h7100° 


03 


425 


2,43 


1-10 


X — 7 YlH — 


dioxanelO 
mVDMFl 


24h7100° 


03 


410 


2.51 


1-11 


\ / \ 


dioxanelO 

mVDMFI 

% 


24h7100° 


03 


424 


2,50 


1-12 




dioxanelO 

ml/DMFI 

% 


24hJ100° 


03 


398 


2,46 


1-13 




dioxanelO 

mVDMFI 

% 


24 h7100° 


03 


398 


2.48 


1-14 


V 


dioxanelO 

ml/DMF1 

% 


2411/100* 


03 


412 


2,47 


1-15 




dioxanelO 

mVDMFI 

% 


24h7100° 


03 


384 


2.48 


1-16 


£>- 


dioxanelO 

mVDMFI 

% 


24h7100° 


03 


396 


2,49 


1-17 


"i c 


cfioxane 10 

mVDMFl 

% 


24h7l00° 


03 


511 


238 


1-18 


oo- 


dioxanelO 

ml/DMF1 

% 


24hyi00° 


03 


459 


2,62 
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1-19 




(fioxanelO 

ml/DMFI 

% 


24h7100° 


0.3 


410 


2,44 


1-20 




(fioxanelO 

ml/DMF1 

% 


24h7100° 


0,3 


410 


2,52 


1-21 


3-S 


dioxanelO 

ml/DMF1 

% 


24hYlQ0° 


03 


422 


2,55 j 


1-22 




dioxanelO 

ml/DMF1 

% 


24 MOO 0 


03 


400 


2,36 


1-23 




dioxanelO 

ml/DMFI 

% 


24hV100* 


0.3 


384 


2,40 


1-24 




dioxanelO 

ml/DMFI 

% 


24.^100° 


0.3 


440 


2.58 


1-25 




dioxanelO 

ml/DMF1 

% 


24 hV100° 


0.3 


410 


2.48 


1-26 




dioxanelO 

ml/DMF1 

% 


24h7100° 


0,3 


474 


2,86 



Exemple 2 : Synthese en parall&le de derives substitues de N6-[6-amino-4- 
diethylamino-[1 ,3,5]triazi^ 
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pg earatiop dg i a N^m^hlor ^i6thyi a min Q -f1351triazin-2-Yl)-2-m6thyl-, 
guinoline-4.6-diamine 

Dans un tricol de 1 litre, a une solution de 5 g (22,5 mmoles) de 2,6-dichloro- 
4-diethylamino-l1,3,5]triazine commerciale dans 300 ml de tetrahydrofurane, 

5 on ajoute successivement 3,91 g (22,5 mmoles) de 2-methy1-quinoline-4,6- 
diamine, qui peut etre preparee selon J. Med. Chem. 1992, 35, 252, et 2,4 g 
(22 5 mmoles) de carbonate de sodium. Le melange reactionnel est chauffe 
a reflux pendant 20 heures. Apres evaporation du tetrahydrofurane, le residu 
est reprls par 400 ml d'un melange d'eau et de dichoromethane (50-50 en 

10 volumes). La phase organique est decantee, sechee sur sulfate de sod.um et 
concentree a sec sous pression reduite. On obtient alors 7,4 g (92 %) de N6- 
(6-chloro-4^iethylamino-triazin-2-yl)-2-methyl-quinoline-4,6-diamine, sous 
forme d'un solide jaune dont les caracteristiques sont les suivantes : 

- point de fusion = 120°C 
15 - spectre de RMN 'H (300 MHz, (CD^SO d6, 5 en ppm) : 1,14 (mt : 6H) ; 
2 42 (s • 3H) ; de 3,50 a 3,70 (mt : 4H) ; 6,47 (s et mf : 3H en totalite) ; 7,54 
(d large, J = 9 Hz : 1H) ;7,67(dd. J = 9 et 2 Hz : 1H) ; 8,27 (mf : 1H) ; 10,09 
(mf:1H). 

a ynthtofl fin Pa r a ii&ip dfi N6-f(6- (3 - ri i mftthylam ino-propYlamino)-4- 
20 rii6th vi a mino-H.3 ,^rifl7in-2.vl1-2-m^thvl-niiinoline-4,6-diamine 

(exemple 2-1) 

Dans un reacteur magnetique chauffant avec condenseur Zymark, de type 
STEM RS2050 contenant 25 puits en parallele munis chacun d'un tube en 
verre de 50 ml, on introduit 50 mg (0,13 mmole) de N6-(6-chloro-4- 

25 diethylamino-[1 ,3,5ltriazin-2-yl)-2-methyl-quinoline4,6^diamine. Dans le 
premier tube (exemple 2-1), on ajoute successivement 5 ml de DMF, 19 mg 
(0 14 mmole) de carbonate de potassium, 21 mg (0,14 mmole) d'iodure de 
sodium et 14 mg (0,14 mmole) de 3-dimethylamino-propylamine. Le milieu 
reactionnel est chauffe a 120°C sous argon pendant 16 heures. Apres 

30 refroidissement, le contenu du tube est evapore sous pression reduite, repris 
par 5 ml d'eau, filtre et lave avec de I'oxyde de diethyle. Le produrt brut 
obtenu est alors purifie par LC/MS en utilisant une colonne de s.lice C18 
Waters Xterra 3.5 pM, de diametre 3 mm et de longueur 50 mm, en eluant 
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par un gradient lineaire dilution constitue au temps initial (t, = 0 mn) par de 
I'eau contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique et au temps final (t = 4 mn) 
par de I'acetonitrile contenant 0,05 % d'acide trifluoroacetique. On obtient 
ainsi, apres purification, 12 mg de N6-[(6-(3-dimethylamino-propylamino)-4- 
5 diethylamino-[1,3,5]triazin-2-yl]-2-methyl-quinoline-4,6-diamine, dont les 
caracteristiques sont les suivantes : 

- spectre de masse (DAD-TIC) = 423 (MH7 

r temps de retention = 0,79 mn (les temps de retention sont obtenus sur 
Colonne hypersil C18 5 urn 50 mm diametre 4.6 mm marque Purity Elite en 
10 eluant avec un melange de solvants A (H20/TFA 0.05 %) et B (ACN^FA 
0.05 %) avec un gradiant lineaire allant de 95 % A/5 % B (t = 0 mn) a 10 % 
A/90 % B a t= 3,5 mn puis palier 2 mn). 

Les exemples 2-1 a 2-2 ont ete obtenus en operant comme ci-dessus dans 
un r6acteur Zymark STEM RS2050. Les structures, les diverses conditions 
15 operatoires utilisees et les caracteristiques des exemples 2-1 et 2-2 sont 
resumees dans le tableau ci-dessous : 



Exemple 


Structure 


Conditions reactionnelles 


Caracter 


istiques 






Solvant 


Chauffage 


Nbrede 
mmoles 
(famine 


Masse 
MH* 


Temps de 
Retentton 
(mn) 


2-1 




DMF 


16h7120° 


0,14 


423 


0,79 


2-2 




DMF 


16h7120° 


0,14 


421 


0,79 
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Tableau de resultats biologiques 



ExemDle 


TRAP 

telomerase 
IC50 pM 


G-4 
ATm 

°C 


Cytotoxics 
A549 
IC50 \M 


i- 1 




0 






A C 

0,5 


5.6 


7.5 


4 O 

1-3 


4 A 

4,4 


3.1 




•4 A 

1-4 


0,1 


5.6 




4 C 

1-5 


4. t> 

1,6 


A A 

2.8 




4 C 

1-6 


4 OO 

1,36 






1-7 


A at 

0,47 






1-8 


A AO 

0,98 




ft r - 

8.5 


1-9 


4 GA 

1,64 


7 




1-10 


a r\A 

0,94 


7 




4 4 4 
1-11 


1.1 


4.5 




1-12 


3,1 






4 4 A 

1-13 


A A 

2,9 






1-14 


A A 

3,2 






1-15 


4,6 






1-16 


1,29 






4 41 

1-17 


4 0 

1,6 






4 4 A 

1-19 


1 






1-^U 


O 4 

3,1 






1-91 


n 7 






1-22 


3,2 






1-23 


3,8 | 






1-24 


3,9 






1-25 


1,5 




10 


1-26 


0,86 


33 


<0.3 


2-1 


0,90 


7.9 




2-2 


5,4 


2.4 
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REVENDICATIONS 

1 - Composes fixant la structure G-quadruplex des telomeres 
caract6ris6s en ce qu'ils repondent a la formule generale suivante : 

cycle aromatique azot6 - NR3 - r6partiteur-NR' 3 - chaine hydrocarbonee non 
5 aromatique 

dans laquelle 

• le cycle aromatique azot§, repr6sente : 

o une quinol6ine eventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
10 identiques ou differents representent I'hydrogene ou un radical 

alkyle en C1-C4ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
15 quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

o une pyridine 

• R3 et R'3, identiques ou diff6rents, representent 
ind6pendamment fun de I'autre Thydrogdne ou un radical alkyle 

20 enC1-C4 

• le r6partiteur repr§sente : 

0 un groupe triazine 6ventuellement substitu6 par un 
radical alkyle ayant 1 k 4 atomes de carbone, un radical 
thio, oxy ou amino eux m§me 6ventuellement substitues 
25 par un ou plusieurs chaines alkyle & chaine courte 

contenant 1 k 4 atomes de carbone ou un atome 
d'halogene ou 

0 un groupe carbonyle ou 

0 un groupe C(=NH)-NH-C(=NH) ou 
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0 un groupe alkylediyle contenant 3 & 7 atomes de carbone 
ou 

0 un groupe diazine 6ventuellement substitue par les 
memes groupes que la triazine 

5 ou un de ses sels. 

2 - Composes selon la revendication 1 caracterists en ce que le 
rtpartiteur est choisi parmi les groupes triazine ou diazine. 

3 - Composts selon la revendication 2 caracterists en ce que les 
groupes diazines sont des pyrimidines ou des quinazolines. 

10 4 - Composes selon Tune des revendications prtctdentes 

caracttrists en ce que la chaTne hydrocarbonee non aromatique est choisie 
parmi les chaTne alkyle (C1-C4), alktnyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, 
cycloalkyle (C3-C18), cycloalktnyle (C3-C18), heterocycloalkyle (C3-C18) 
incluant tventuellement ratome d'azote du groupe NR*3. 

15 5 - Composes selon la revendication 4 caracterisSs en ce que la 

chaTne hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substitute par un 
ou plusieurs atomes ou radicaux choisis parmi les atomes d'halog&ne, les 
radicaux hydroxy, aryle, heterodryle, alkyloxy, aryloxy, thio, alkylthio, arylthio, 
amino, alkylamino et/ou arylamino, dialkylamino, diarylamino, amidino, 

20 guanidino, alkylcarbonylamino, ou arylcarbonylamino, carboxyle, 
alkyloxycarbonyle ou aryloxycarbonyle, aminocarbonyle ; 
alkylaminocarbonyle et/ou arylaminocarbonyle, dialkylaminocarbonyle, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyle. 

6 - Composes selon la revendication 5 caracterises en ce que les 
25 chames alkyle des substituants 6ventuels de la chaTne hydrocarbonee 
contiennent 1 k 4 atomes de carbone et les groupes aryles des substituants 
6ventuels de la chaTne hydrocarbonee contiennent 5 a 18 atomes de 
carbone. 

7- Composts selon la revendication 4 caract6ris§s en ce que parmi 
30 les chaTnes hydrocarbonees on prefere les chaTnes alkyle contenant 2^3 
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10 



atomes de carbone, les chaTnes heterocycloalkytes ou cycloalkyles contenant 
5 a 7 atomes de carbone. 

8 - Composes selon la revendication 1 caracterises en ce gu'ils 
repondent a la formule (I) ci-dessous : 

A 

IX 

Ar 1 Alk 

danslaquelle : 
- Arepresente 

. un groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou differents represented I'hydrogene ou 
un groupe alkyle droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes 
de carbone ou 

' • un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 a la meme 
signification que precedemment ou 

. un groupe alkyle contenant 1a 4 atomes de carbone ou 
ou un groupe trifluoromethyle ou 

• un atome d'hydrogene ou 

. un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 
brome ou I'iode 

- R3 et R'3, identiques ou diff§rents k representent independamment 
20 run del'autre I'hydrogene ouun groupe alkyle en C1-C4 

- Ar, represente 

• lecydearomatique azote, represente: 

o unequinoleineeventuellementsubstituee par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
25 ' identiques ou differents represented I'hydrogene ou un rad.cal 

alkyle en C1-C4ou 



15 
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o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 

precedemment 

o unequinoleinepossedantunatomed'azote sous forme 

quaternaire ou 
5 o une benzamidine ou 

o une pyridine attachee en posrtion -4 ou fusionnee avec 
un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substituee par 
un groupe alkyle en C1 -C4 
- alk represente une chame hydrocarbonee, eventuellement 
10 substituee, non aromatique choisie parmi les chain e alky'e (C1^C4 • 

alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, cycloalkyle (C3-C18), 
cycloalkenyle (C3-G18), heterocycloalkyle (C3-C18) incluant 
eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3 

ou un de ses sels. 

' « g - Composes selon la revendication 8 caracterises en .ee que la 

chaine hydrocarbonee non aromatique est eventuellement substttuee par un 
2 p sieurs atomes ou radicaux .choisis parmi les 
radicaux hydroxy, aryle, heteroaryle, 

amino, al ylamino et/ou arylamino, diaikylamino, diary.am.no, arn^no 
20 guani ino, alky«carbony.amino, ou arylcarbonylam.no 

alkyloxycarbonyie ou ; aryloxycarbonyle, am.nocarbonyle 
Saminocarlyle et/ou arylaminocarbonyie, diaJky^nocarbonyle, 
alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano et trifluoromethyie. 

10 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que Ar, 
25 represente un groupe choisi parmi les groupes suivants : ^ino- ou 4- 

mahylamino- ou 4-dimethylamino-. quinolyl ou qu.nolm.um dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substitue par un goupe methyle. 

11 - Composes selon la revendication 8 caracterise en ce que les 
groupes A represented radical thiomethyl, amino, alkylamino ou 

30 dialkylamino radicaux dans lesquels les groupes alkyle possedent 1 a 4 
atomes de carbone. 
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12 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio. 

13 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 
represente un motif alkyle contenant 2 a 3 atomes de carbone lineaire ou 

5 ramifie substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylam.no, 
dialkylamino, ,diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 
carbone, substitue par un radical amino, alkylamino et/ou arylam.no 
dialkylamino ou diarylamino, ou un motif heterocyclyle contenant de 4 a 7 
atomes de carbone 

10 14 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 

. represente une chalne 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl, 2-(N- 

alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 

groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 

contiennent 5 a 1 8 atomes de carbone. 
15 15 - Composes selon la revendication 8 caracterises en ce que alk 

represente une chaine 2-(N-m.tolyl-N-ethyl-amino)ethyl. 

16 - Composes de la revendication 1 pour une utilisation comme 
agent inhibiteur des t6lom6rases. 

17- Composes selon I'une quelconque des revendications 
20 precedentes pour une utilisation anticancereuse. 

. 18 - Composes nouveaux repondant a la formule (I) suivante : 

' 1 ■ 

XI 

R 3 N N ^ R 3 
Ar t alk 

dans laquelle : 
-Arepr6sente 
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. U n groupe amino de formule NR1R2 dans lequel R1 et 
R2 identiques ou different* representent un groupe alkyle 
droit ou ramifie contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 

. un groupe OR1 ou SR1 dans lequel R1 repr&ente 
I'hydrogene ou a la meme signification que 
precedemment ou 

. un groupe alkyle contenant 1 a 4 atomes de carbone ou 
un groupe trifluorom6thyle ou 

• un atome d'hydrogene ou 

. un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore, le 
bromeoul'iode 

- R3 et R'3, identiques ou differents, representent independamment 
run de Tautre un atome d'hydrogene ou un groupe alkyle en C1-C4 

- Ar, represente 

• le cycle aromatique azote, represente : 

o une quinoleine 6ventuellement substitute par au moins 

o un groupe N(Ra)(Rb) dans lequel Ra et Rb, 
identiques ou differents representent I'hydrogene ou un radical 
alkyle en C1-C4ou 

o un groupe ORa dans lequel Ra est defini comme 
precedemment 

o une quinoleine possedant un atome d'azote sous forme 
quaternaire ou 

o une benzamidine ou 

6 une pyridine attachee en position -4 ou fusionnee avec 
un groupe aryle ou heteroaryle eventuellement substituee par 
un groupe alkyle en C1 -C4 
- alk represente une chaine hydrocarbonee, eventuellement 
substituee, non aromatique, choisie parmi les chaine alkyle (C1-C4) 
alkenyle (C2-C4), lineaires ou ramifiees, cycloalkyle (C3-C18), 
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cydoaltenyle (C3-C18), heterocycloalkyle (C3-C18) incluant 
eventuellement I'atome d'azote du groupe NR'3 
ou un de ses sels. 

19 - Composes selon la revendicatioa 18 caracterises en ce que la 
5 chatne hydrrxarbonee non arorrralique eel evenluellemert substltuee pa. un 
T**L atonres ou radicaux choisis parrrri les atomes d'hatogene lee 

%Z *J»> evou ar/a-rino, dlalkylarnino, diarylamino, amKhne, 

alkylcarbonyl ou arylcarbonyl, cyano ettrifluoromethyle, 

20 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que Ar, 
represente un groupe choisi parmi les groupes suivant s : 4-amino- ou 

1S 4 methy.amino- ou 4-dimethy.amino-quino.y. ou quinohmum dont le noyau 
quinolinium est eventuellement substrtue par un groupe methyle. 

21 - Composes selon la revendication 18 caracterise en ce que les 
groupes A represented le radical thiomethyl, amino, alkylamino ou 
dialkylamino radicaux dans lesquels les groupes a.kyle possedent 1 1 ,4 

20 atomes de carbone. 

22 - Composes selon la revendication 18 caracterises en cedue R1 
et R2 represented I'hydrogene. 

23 - Composes selon la revendication 21 caracterises en ce que A 
represente un groupe methylthio. 

* 24- Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que alk 

represente un motif alkyie contenant 2 a 3 atomes de carbone M*>« 
ramifie substitue par un radical amino, alkylam.no et/ou arylam.no, 
«am no, diarylamino, un motif alkenyle contenant 2 a 3 atomes de 

30- diaikylamino, diarylamino, ou un motif heterocyclyle contenant de 4 a 7 
atomes de carbone 
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25 - Composes selon la revendication 18 caracterises en ce que alk 
represente une chaTne 2-(dialkylamino)ethyl, 3-(dialkylamino)propyl, 2-(N- 
alkyl-N-arylamino)ethyl ou 3-(N-alkyl-N-arylamino)propyl dans lesquels les 
groupes alkyle contiennent 1 a 4 atomes de carbone et les groupes aryle 

5 contiennent 5 a 18 atomes de carbone. 

26 - Composes selon la revendication 24 caracterises en ce que alk 
represente une chaTne 2-(N-m.tolyl-N-ethyl-amino)ethyl. 

27 - Utilisation des composes de la revendication 18 comme produit 
pharmaceutique a usage humain. 

10 28 - Associations therapeutiques constituees d'un compose selon la 

revendication 1 et d'un autre compose anticancereux. 

29 - Associations selon la revendication 28 caracterisees en ce que 
le compose anticancereux est choisi parmi les agents alkylants, les derives 
du platine, les agents antibiotiques, les agents antimicrotubules, les 

15 anthracyclines, les topoisomerases des groupes I et II, les fluoropyrimidines, 
les analogues de cytidine, les analogues d'addnosine, les enzymes et 
composes divers tels que la L-asparaginase, I'hydroxyuree, Tacide trans- 
retinoique, la suramine, I'irinotecan, le topotecan, la dexrazoxane, 
Tamifostine, I'herceptin ainsi que les hormones oetrogeniques, 

20 androgeniques. 

30 - Association therapeutique constituee d'un compose selon la 
revendication 1 et de radiations. 

31 - Associations selon I'une quelconque des revendications 29 a 30 
caracterisees en ce que chacun des composes ou des traitements est 

25 administre simultanement, separement ou sequentiellement. 
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